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1   
 
 
 
 
emperature governs many integral parts of an animal’s life and its 
eﬀect  on  animal  life  has  intrigued  scienƟsts  for  a  long  Ɵme. 
Fundamentally,  temperature  governs  physiological  rates,  such 
that  thermal  reacƟon  norms  show  a  gradual  increase  with 
temperature up  to a maximum rate  followed by a steep drop as 
temperature  becomes  stressfully  high  (Sharpe  and  DeMichele, 
1977; Schoolfield et al., 1981, Figure 1.1). This non‐linear eﬀect results in a preferred or 
opƟmal  temperature where  animals  funcƟon  best,  creaƟng  temperature  clines  in  the 
occurrence of species along  laƟtudinal ranges. A change  in environmental temperature 
can cause species to shiŌ their geographic distribuƟon. If species do not or cannot move 
to  temperatures within  their preferred  range,  the  eﬀect of  elevated  temperatures on 
physiological rates may alter  life‐history and survival. The majority of ectotherms grow 
faster,  but  aƩain  a  smaller  adult  size  when  reared  under  warmer  condiƟons.  This 
temperature‐size  rule  (Atkinson,  1994)  has  puzzled  biologists  for  decades  and  sƟll,  a 
general explanaƟon remains elusive. Peaks of extreme temperature challenge animals in 
their physiology and may cause acute problems  for survival. A beƩer understanding of 
thermal  eﬀects  on  physiology  is  crucial  for  accurate  predicƟons  of  consequences  of 
elevated or extreme temperatures in short and long term. 
 
Eﬀects of extreme temperature 
Extreme  temperatures directly  aﬀect  survival  in  a  very  short  Ɵme  span. The  ability  to 
withstand  extreme  temperatures may  be  a  proxy  for  the  thermal  range  in  which  a 
species occurs (Calosi et al., 2010). The possibility to predict geographical limits based on 
a  species’  tolerance  to high  temperatures  is appealing and  sparked many experiments 
aiming  to find criƟcal maximum  thermal  limits  (CTmax). These experiments are usually 
T 
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designed to quickly collect data. Animals are placed  in a non‐stressful temperature and 
then the temperature is ramped up unƟl a predefined endpoint is reached. This endpoint 
can be  immobility, death or  some other  clearly observable endpoint.  It  is well  known 
that  thermal  history  and  methodology  can  aﬀect  the  outcome  of  these  heat  trials. 
AcclimaƟon  to  a  warm  temperature  can  increase  CTmax  (Van Maaren  et  al.,  2000, 
Gunderson and SƟllman, 2015), administraƟon of a heat shock too (Feder and Hofmann, 
1999). These point  to physiological  changes  in  the  animal  that prepare  it  for  stressful 
heat.  A  slower  ramping  rate  oŌen  decreases  CTmax  and  the  start  temperature  is 
important  too  (Terblanche  et  al.,  2007;  Santos  et  al.,  2011).  Ramping  rate  and  start 
temperature both aﬀect how long a ramping trial takes and thus how long the animal is 
exposed to the heat. Indeed, recently, it was shown that the duraƟon of the heat stress 
is  an  essenƟal  component  that  is  oŌen  overlooked  (Rezende  et  al.,  2014). Moreover, 
when duraƟon is considered, it becomes apparent that survival of intense heat stress for 
a  short  Ɵme  is  traded  oﬀ  against  the  ability  to  survive  prolonged  exposure  to more 
moderate  heat  stress.  It  is  unknown why  such  a  trade‐oﬀ  exists  and  the  underlying 
 
Figure 1.1. Relation between any physiological rate and temperature (Schoolfield et 
al., 1981) 
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mechanisms have not been  invesƟgated  in great detail  (Rezende et al., 2014). Another 
point  of  discussion  regarding heat  trials  is  the  exact  reason why  animals  die. Various 
hypotheses,  such  as  protein  denaturaƟon  (Van  der  Have,  2002),  loss  of  membrane 
funcƟon  (Cossins, 1978)  and oxygen  shortage have been put  forward  (Pörtner, 2001). 
The  interacƟons  between  these  processes  make  it  diﬃcult  to  experimentally 
diﬀerenƟate between them (Verberk et al., 2016b). 
 
Thermal limits for survival 
One possible  reason why  an  animal  succumbs  to  stressful high  temperatures  is when 
those  temperatures  drive metabolic  rates  above  the  ability  of  the  animal  to  supply 
oxygen,  so  that  it  is  unable  to meet  oxygen  demands  and  suﬀocates  or  is  unable  to 
repair heat damage (Vosloo et al., 2013). A posiƟve relaƟon between hypoxia tolerance 
and  heat  tolerance  suggests  that  oxygen  at  least  partly  mediates  thermal  stress 
(McBryan et al., 2013; Delage et al., 2014). An alternaƟve hypothesis states  that other 
processes such as membrane instability or protein denaturaƟon are the primary cause of 
death  under  extreme  temperatures  (Liu  et  al.,  2017). 
The  lack  of  cerƟtude  regarding  the  physiological 
process underlying death is partly due to the possibility 
that  these  processes  occur  almost  simultaneously 
during exposure to extreme heat, making  it diﬃcult to 
disentangle them (Verberk et al., 2016b). An inability to 
obtain  suﬃcient  oxygen  for  protein  synthesis  and 
repair, but also the presence of reacƟve oxygen species 
(Davies, 1987) can result in loss of protein funcƟon, but 
at  the  same  Ɵme,  loss  of  protein  funcƟon  potenƟally 
impairs  uptake  and  transport  of  oxygen. One way  to 
disƟnguish  between  processes  is  creaƟng 
circumstances  that  only  induce  one  of  these.  StaƟc 
trials  in  which  animals  are  exposed  to  a  chronic 
constant  temperature  as  opposed  to  a  gradually  increasing  temperature  oﬀer 
opportuniƟes  to  do  just  that.  Protein  denaturaƟon may  be  less  of  a  problem  below 
extreme temperatures, so other processes, such as membrane instability and build‐up of 
1The	 complete	 quote	 in	
Bergmann’s	 book	 is	 “Wenn	
sich	 nun	 zwei	 Thierspecies	
fänden,	welche	 durchaus	 nur	
in	 Hinsicht	 auf	 Grösse	 von	
einander	 verschieden	 wären,	
so	 wären	 damit	 alle	 jene	
Modiϐicationen	 ganz	 und	 gar	
ausgeschlossen:	 die	
geographische	 Verbreitung	
dieser	 beiden	 Arten	 müsste	
relativ	 bestimmt	 sein	 durch	
ihre	 Grösse;	 welcher	 auch	
absolut	 genommen	 ihr	
Wohnort	 wäre,	 die	 kleinere	
müsste	 ein	 wärmeres,	 die	
grössere	 ein	 kälteres	 Klima	
fordern.”		
‐	C.	Bergmann	(1847,	p	46)	
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an oxygen debt may be more important for mortality under moderate heat. 
 
Eﬀect on body size 
Another  common  correlate  of  temperature  is  body  size,  besides  geographic  ranges 
(Gardner et al., 2011). Carl Bergmann  (1847) was one of  the first  to describe a global 
paƩern of animal body size in relaƟon to temperature and published that among closely 
related species of endotherms (‘warm blooded’), “… die kleinere müsste ein wärmeres, 
die grössere ein kälteres Klima fordern”1 ‐  the larger species consistently require cooler 
climates than smaller species (Bergmann, 1847, p. 46). This rule was confirmed as a valid 
ecological generalizaƟon for mammals and birds (Meiri and Dayan, 2003). Although the 
original rule considered interspecific comparisons and included an explaining mechanism 
based on risks of overheaƟng related to surface‐to‐volume raƟos of endotherms, it was 
oŌen cited in the context of intraspecific comparisons (for a review, see WaƩ, 2010). This 
Bergmann’s  rule  for  endotherms was  later  applied  to  ectotherms  by  Ray  (1960) who 
conducted  a  review  of  thermal  eﬀects  on  size  in  ectotherm  species  and  found  that 
approximately  75%  of  these  show  a  larger  size  at  lower  temperatures,  both  when 
comparing populaƟons that occur  in diﬀerent thermal condiƟons  in the field and when 
members  of  a  single  populaƟon  were  reared  under  diﬀerent  temperatures  in  the 
laboratory. However, the mechanism postulated by Bergmann (1847) cannot be valid for 
ectotherms and thus an explanaƟon for the paƩern in ectotherms is required. Over thirty 
years aŌer Ray (1960), Atkinson (1994) added dozens of species to the list and confirmed 
that approximately 80% of ectotherm species are smaller in warmer environments, both 
terrestrial and aquaƟc. He  formulated  the phenomenon more precisely by adding  that 
thermal condiƟons should not be harmful and size must be compared at a given stage of 
ontogeneƟc  development.  Thus  the  temperature‐size  rule  (TSR)  states  that  warmer 
temperatures  increase  growth  rate,  but  resulted  in  a  reduced  body  size  at  a  given 
developmental stage.  It was quickly realized that the contrasƟng eﬀect of temperature 
on  growth  rate  and  body  size  is  unexpected  (Sibly  and Atkinson,  1994),  because  life‐
history models predict  that  faster growth  should also  lead  to a  larger adult body  size. 
This  is  usually  found with  increased  food  availability.  Thus  the  TSR  consƟtutes  a  life‐
history puzzle that needs to be solved (Berrigan and Charnov, 1994).  
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1 Is there a general explanaƟon for the TSR? Many explanaƟons  for  the TSR have been reviewed by Atkinson  (1994) and  the search 
for an explanaƟon, general or specific, has conƟnued ever since. AngilleƩa et al. (2004) 
went on to propose that simple explanaƟons may not be general, but that mulƟvariate 
models  that  separate  diﬀerent  thermal  eﬀects  have  more  chance  to  provide  a 
framework to explain general temperature‐size relaƟonships.  
Larger body size  in  low temperatures can be the result of a  larger number of cells or a 
larger average cell size. A role for cell size  in mediaƟng the thermal eﬀect on body size 
has aƩracted aƩenƟon and an  increasing body of  literature finds  that cell number and 
cell  size  are  both  common  contributors  to  the  general  temperature‐size  relaƟonships 
(Atkinson  et  al.,  2006;  Arendt,  2007;  Hessen  et  al.,  2013),  someƟmes  even 
simultaneously in diﬀerent organs within the same species (Calboli et al., 2003).  
Several  adapƟve  reasons  for  growing  larger  in  the  cold  have  been  proposed,  and 
relaƟonships  between  for  example  size  and  fecundity  are  empirically  founded,  but  it 
remains diﬃcult  to conclude  that  these  relaƟonships are  the underlying mechanism of 
the TSR, but  see Walczyńska et al.  (2015a), who  found  that  smaller  females are more 
fecund  under  warm  condiƟons  compared  to  larger  individuals.  The  combinaƟon  of 
seasonality and volƟnism has been discussed in relaƟon to the TSR (ErnsƟng and Isaaks, 
1997; Chown and Klok, 2003; Cabanita and Atkinson, 2006; Horne et al., 2016) and more 
research may  lead to the disentangling of other correlates of season than temperature, 
such as food availability.  
 
Temperature intensifies resource limitaƟon 
Two  specific  explanaƟons  for  the  TSR  have  had  extensive  consideraƟon.  Ludwig  von 
Bertalanﬀy  spent much of his  career  studying  animal  growth  and published  a  famous 
model in which body mass increase is the result of anabolic (‘up building’) and catabolic 
(‘down breaking’) processes (Von Bertalanﬀy, 1934; 1938). According to Von Bertalanﬀy, 
both  anabolism  and  catabolism  increase  with  body  size,  where  anabolism  scales 
approximately with a body surface (e.g. gill surface or gut surface) and catabolism scales 
with an exponent closer to unity with body mass. This results in a higher mass exponent 
for catabolism, thus seƫng an upper limit to the final body size of an individual. Later, he 
expanded his model to accommodate for temperature eﬀects. Anabolism and catabolism 
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also  both  increase  with  temperature  and  catabolism  has  a  steeper  temperature 
dependency, which reduces the upper limit to the final body size at higher temperatures 
(Von  Bertalanﬀy,  1960).  However,  a  steeper  temperature  dependency  of  catabolism 
would reduce the rate of body mass increase at higher temperature, in contrast with the 
definiƟon of the TSR. Berrigan and Charnov (1994) reasoned that increased food intake, 
combined with  smaller  adult  size  in warm  condiƟons must mean  a decreased  growth 
eﬃciency  in  warmer  condiƟons.  The  hypothesis  that  growth  eﬃciency  has  a  lower 
opƟmal  temperature  than  growth  rate was put  to  the  test by AngilleƩa  and Dunham 
(2003), but no support of this hypothesis was found for a wide range of species. Another 
possible way  to  combine  Von  Bertalanﬀy’s  theory with  the  TSR  is  including  a  higher 
thermal  dependency  for  the  exponent  of  catabolism,  rather  than  a  higher  thermal 
dependency for the coeﬃcient (Atkinson, 1994; Perrin, 1995). 
 
Temperature decouples physiological rates 
The  second  popular  explanaƟon  is  that  of  Van  der  Have  and  De  Jong  (1996)  who 
published a theoreƟcal paper on how diﬀerent temperature dependencies can result  in 
the  TSR.  They  build  on  the  noƟon  that  body mass  increase  (growth)  and  progressing 
through  ontogeneƟc  stages  (development)  are  two  disƟnct  processes  (Smith‐Gill  and 
Berven, 1979) and  likely have diﬀerent temperature dependencies. They couple growth 
to the process of protein synthesis and development to DNA replicaƟon, where the laƩer 
likely has a steeper slope with temperature than the former. If, at a higher temperature, 
the process of development increases faster than growth, then maturity is reached at a 
smaller body size, since growth lags behind. First menƟoned by Ray (1960), decoupling of 
growth  and development has been  applied  and  expanded  in  recent  years. Analysis of 
available literature led to the conclusion that growth rate and development rate must be 
decoupled in mulƟcellular organisms because they change the raƟo between adult mass 
and progeny mass in relaƟon to temperature (Forster et al., 2011a), and that the thermal 
dependencies of growth and development are  indeed significantly diﬀerent  (Forster et 
al., 2011b). This thesis  includes a systemaƟc experimental evaluaƟon of the theories by 
Von Bertalanﬀy (1960) and Van der Have and De Jong (1996).  
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1 The role of oxygen in sublethal eﬀects of high temperature The basic eﬀect of  increased  temperature  is  acceleraƟon of physiological  rates. These 
rates require energy and energy metabolism relies largely on oxygen, although anaerobic 
metabolism  can  remedy  energy  deficits  on  the  short  term  during  stressful  situaƟons. 
Thus there are good reasons for oxygen being the usual suspect to study in order to solve 
the puzzles of death through extreme heat and smaller body size in spite of fast growth. 
For many of  the postulated explanaƟons  for  the  temperature‐size  rule oxygen  can be 
implemented (see Atkinson et al., 2006). Oxygen could be the limiƟng resource that Von 
Bertalanﬀy  (1960)  had  in  mind  when  he  wrote  about  anabolism  and  catabolism  in 
relaƟon  to  temperature.  Oxygen  uptake  occurs  via  respiratory  surfaces  such  as  gills, 
while  oxygen  demand  is  governed  by maintenance  of  body  Ɵssue,  which  is  directly 
related to body volume (see Pauly, 2010). Consequently, with  increasing size, oxygen  is 
more  likely to become  limiƟng and even more so under high temperatures. Also,  in the 
theory of Van der Have and De  Jong  (1996), allocaƟon of available  resources  changes 
based on temperature. Oxygen, as an important part of energy metabolism, is allocated 
relaƟvely more  to development  than  to  growth  at higher  temperatures.  Furthermore, 
potenƟal advantages of a larger size to overcome viscosity eﬀects on oxygen uptake are 
progressively reduced as water becomes warmer (Verberk and Atkinson, 2014). The role 
of  oxygen  in  generaƟng  the  TSR  was  also  discussed  by  Walczyńska  et  al.  (2015a) 
following  the  idea  that  reduced aerobic performance under warm condiƟons  is caused 
by an  (exponenƟal)  increase  in oxygen demand  that exceeds  supply  capacity  (Pörtner, 
2001; Woods, 1999; Verberk et al., 2011). Size reducƟons in warmer environments were 
found  to be greater  in aquaƟc  species  than  in  terrestrial  species  (Forster et al., 2012) 
which  lends  important support to the  idea that oxygen plays a major role  in generaƟng 
the  TSR  (Horne  et  al.,  2015). Most  of  this  evidence  points  to  oxygen  as  a  limiƟng 
resource, but some studies suggest  that oxygen can also act via signalling pathways  to 
decouple  growth  rate  and  development  rate, which  can  generate  a  TSR  (Callier  and 
Nijhout, 2011; Ghosh et al., 2013).  
 
What I aim to do in this doctoral thesis 
The temperature‐size rule  is so widespread among taxonomic groups and habitats that 
an explanaƟon would be an  important step  forward  in our understanding of  the world 
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around  us.  Temperature  has  long‐term  eﬀects  on  growth  and  development,  but  also 
short‐term eﬀects on survival.  In this thesis,  I aim to examine the role of oxygen  in the 
paƩerns of temperature eﬀects on short and long term.  
 
First, I test the hypothesis that excess oxygen will relieve a limitaƟon and allow animals 
to  grow  to  a  larger  body  size,  even  under  warm  condiƟons  (Atkinson,  1994).  This 
hypothesis  is  tested on  the gill breathing aquaƟc  isopod Asellus aquaƟcus  (Chapter 2). 
Such  a  role  for  oxygen  should  be  less  apparent  in  the  pond  snail  Lymnaea stagnalis 
(Chapter 3) which is a bimodal breather, being capable of aerial gas exchange. Second, I 
review  the  literature on  the  temperature‐size  rule  in detail  analysing  the mechanisms 
postulated  by  diﬀerent  explanaƟons  and  seeing  whether  these  can  be  coupled  to 
observed paƩerns (Chapter 4). To specifically address this issue of matching explanaƟons 
to paƩerns, diﬀerent size responses (oﬀspring size, size at maturity and asymptoƟc size) 
were studied at 8 diﬀerent temperatures  in Daphnia magna.  I hypothesize that the TSR 
at maturity depends more on  the  relaƟonship between growth and development  rate 
(Van der Have and De Jong, 1996), while the TSR at asymptoƟc size, which occurs aŌer 
maturaƟon,  is  mainly  related  to  resource  uptake  and  maintenance  costs  (Von 
Bertalanﬀy,  1960)  (Chapter 5).  I  also  hypothesize  that  temperature  and  oxygen 
interacƟvely  aﬀect  components  of  growth  and  survival,  and  that  such  eﬀects  are 
dependent on the rearing condiƟons. Specifically, hypoxia during rearing  is expected to 
increase CTmax because of  compensatory mechanisms  to deal with hypoxia, whereas 
hypoxia during CTmax trials will decrease CTmax (Chapter 3). Third, the role of oxygen in 
short‐term survival  is studied  in more detail  in the  invasive gammarid Dikerogammarus 
villosus where I test the hypothesis that survival under acute intense heat stress trades oﬀ 
against survival under more moderate chronic heat stress  (Rezende et al., 2014).  I also 
expect  that eﬀects of oxygen  increase survival under chronic moderate stress, but has 
liƩle eﬀect under acute extreme heat stress. I also test whether diﬀerent acclimaƟon and 
tesƟng condiƟons alters the trade‐oﬀ or shiŌs the thermal tolerance along a single trade‐
oﬀ line (Chapter 6).  
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Abstract 
 
Temperature is an important environmental factor that influences key traits like body 
size, growth rate and maturity. Ectotherms reared under high temperatures usually 
show faster growth, but reach a smaller final size, a phenomenon known as the 
Temperature-Size Rule (TSR). Oxygen may become a limiting resource at high 
temperatures, when demand for oxygen is high, especially in water as oxygen uptake 
is far more challenging under water than in air. Therefore, in aquatic ectotherms, the 
TSR might very well be mediated by temperature effects on oxygen availability and 
oxygen demand. To distinguish between the direct effects of temperature and oxygen 
mediated effects, growth rate and final size were measured in the aquatic ectotherm 
Asellus aquaticus (Linnaeus, 1758) reared under different temperature and oxygen 
conditions in a factorial design. Growth could be best described by a modified Von 
Bertalanffy growth function. Both temperature and oxygen affected age at maturity 
and growth. Growth was also affected by the interactive effects of temperature and 
oxygen. Only under hypoxic conditions, when oxygen was most limiting, did we find a 
classic TSR. Moreover, when comparing treatments differing in temperature, but 
where the balance between oxygen demand and supply was similar, high temperature 
increased both growth rate and final size. Thus effects of oxygen may resolve the life-
history puzzle of the TSR in aquatic ectotherms.  
 
View over the Wylerbergmeer near Nijmegen. 
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IntroducƟon  
 
ody  size  and  growth  rate  are  key  traits  in  the  life‐history  of 
ectotherms  and  both  are  aﬀected  by  temperature.  Animals 
generally grow  faster but aƩain a  smaller final  size under higher 
temperature. Over 80% of the studies reviewed by Atkinson (1994) 
reported  such  an  inverse  relaƟonship between  temperature  and 
size,  demonstraƟng  the  generality  of  this  temperature 
phenomenon which was termed the ‘temperature‐size rule’ (TSR) (Atkinson, 1995). Life‐
history theory predicts that faster growth should result in larger size, something which is 
readily observed when rearing animals under higher food quanƟty or quality. Therefore, 
the diﬀerenƟal eﬀect of  temperature on growth  rate and size consƟtutes a  life‐history 
puzzle  (Berrigan  and  Charnov,  1994),  and  the  underlying  mechanisms  are  not  well 
understood (AngilleƩa and Dunham, 2003). 
 
Several lines of evidence point to a possible role for oxygen in creaƟng the temperature‐
size rule. A central idea here is that oxygen is more likely to become limiƟng under warm 
condiƟons  when  the  higher  metabolism  of  ectotherms  elicits  a  greater  demand  for 
oxygen (Frazier et al., 2001; Verberk and Bilton, 2011). Oxygen is more likely to become 
limiƟng  in  an  aquaƟc  seƫng.  Compared  to  air,  water  is  thermally  buﬀered,  the 
availability  of  oxygen  is much  lower  in water,  and  owing  to  the  higher  viscosity  and 
density of water, a greater eﬀort  is needed to extract oxygen from water (Verberk and 
Atkinson, 2013; Verberk and Bilton, 2011).  In  this  respect,  it  is of  interest  that aquaƟc 
ectotherms exhibit clear  size  reducƟons  in  response  to warm condiƟons  (Daufresne et 
al.,  2009;  Verberk  et  al.,  2011).  Indeed,  Forster  et  al.  (2012)  showed  that  the  TSR  is 
stronger  in aquaƟc systems than  in terrestrial environments (but see Klok et al., 2013). 
This  suggests  that  there  is  an  interacƟon  between  temperature  and  oxygen  in 
determining size, especially  in water  (Verberk and Atkinson, 2013), but  there has been 
B 
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liƩle research to decouple eﬀects of temperature and oxygen on growth trajectories. 
 
If we consider oxygen to be a resource which may become limiƟng, oxygen can easily be 
incorporated into the mechanism proposed by Von Bertalanﬀy (1960) and Perrin (1995) 
to  underlie  the  temperature‐size  rule  (see  box  4  in  Verberk  and  Atkinson,  2013). 
According  to  the  Von  Bertalanﬀy‐Perrin  mechanism,  growth  is  proporƟonal  to  the 
diﬀerence between anabolism (≈ resource uptake) and catabolism (≈ resource demand). 
Note  that  Von  Bertalanﬀy  only  considered  somaƟc  growth,  but  not  other  resource 
demanding processes such as maturaƟon and reproducƟon costs, which will also require 
energy that cannot be spend on growth (see below) (Czarnołeski and Kozłowski, 1998). 
As  oxygen  uptake  relates  to  respiratory  surfaces,  it  scales  allometrically,  while 
maintenance costs depend on volume and thus scale  isometrically with body size  (Von 
Bertalanﬀy, 1957). Hence, for indeterminate growers, towards larger sizes, growth would 
eventually  stop  when  all  oxygen  is  allocated  towards maintenance.  Oxygen  demand 
increases  more  steeply  with  temperature  than  oxygen  supply  (Verberk  et  al.,  2011; 
Woods, 1999), thus reducing the size at which uptake equals demand when reared at a 
higher temperature (Atkinson, 1994; Perrin, 1995). Oxygen limitaƟon at large size is thus 
 
Table 2.1. Equations of used growth functions. Modifications in the equations are in 
bold. An example of usage and explanation of the parameters is given in the references in 
the Methods section. The right column gives the number of parameters to be estimated by 
nls() in each function. 
 
Name of function Equation 
Parameters 
to estimate 
Von Bertalanffy growth 
function 
L(t) =   Lm · (1 - e-K·D·(t - t0))1/D 3 
Modified VB growth function L(t) =  L0 + (Lm - L0) · (1 - e-K·D·t)1/D 2 
Gompertz growth function L(t) =   Lm · eydisp·e 3 
Modified Weibull function L(t) = L0 + (Lm - L0) · (1 - e-   ) 3 
tk λ 
r·t 
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a prerequisite for the Von Bertalanﬀy‐Perrin mechanism to generate the TSR, even under 
normoxic  condiƟons.  If oxygen delivery would not become  limited,  growth would not 
cease. Thus we hypothesize that hypoxia will  induce a stronger TSR than normoxia and 
vice versa for hyperoxia. 
 
Van der Have and De Jong (1996) proposed a diﬀerent mechanism giving rise to the TSR, 
which was based on temperature related changes in the allocaƟon of resources towards 
either growth or maturaƟon. MaturaƟon is a process that is disƟnct from somaƟc growth 
and is here defined as the total energy invested in developmental change from juvenile 
into  reproducƟve  adult. When  warm  condiƟons  increase  growth  rate,  but  speed  up 
maturaƟon even more, this would result  in animals aƩaining maturity at a smaller size. 
Walters  and  Hassall  (2006)  provide  experimental  evidence  for  this  mechanism  in 
grasshoppers. However,  in  insects,  there  is evidence  that  incipient  shortage of oxygen 
may  be  an  important  signal  to  iniƟate moulƟng  to  the  next  stage  in Manduca sexta 
(Callier  and Nijhout, 2011).  Thus,  temperature  induced  changes  in  resource  allocaƟon 
could in fact be mediated by oxygen, as high temperatures may cause Ɵssue hypoxemia.  
Given  the  intricate  links  between  temperature  and  oxygen  demand  and  supply, 
especially in an aquaƟc seƫng, the explanaƟon for the TSR in aquaƟc ectotherms could 
consist of a combinaƟon of addiƟve and  interacƟve eﬀects of temperature and oxygen 
eﬀects on anabolism, growth and maturaƟon. Our study aims to increase our knowledge 
of  the proximate mechanisms underlying  the  temperature‐size  rule by decoupling  the 
eﬀects of  temperature and oxygen on growth  rate, age and  size at maturity and final 
size, using the fresh water  isopod Asellus aquaƟcus (Linnaeus, 1758). We characterized 
the  growth  trajectories  using  diﬀerent  growth  funcƟons  and  tested  the  following 
hypotheses: (1) Hypoxia will induce a stronger temperature‐size response and hyperoxia 
will  weaken  the  temperature‐size  response  compared  to  normoxic  condiƟons;  (2) 
AllocaƟon of resources to either somaƟc growth or maturaƟon diﬀers between oxygen 
and  temperature  treatments,  which  will  be  manifested  as  maturaƟon  at  an  earlier 
moment in ontogeny. 
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Methods  
 
Study animal 
Asellus aquaƟcus  is  found  throughout Europe, North Asia  and North America  (Maltby, 
1991). Many aspects of this species have been subject of study, including its life‐history 
(De Smet and Das, 1981), energy budget  (Migliore et al., 1981) and  its applicability  for 
ecotoxicological  research  (Bloor,  2010).  It  produces  two  generaƟons  per  year  in  the 
Netherlands. Oﬀspring produced  in spring gives rise to a 2nd summer generaƟon which 
overwinters  to  give  rise  to  the  spring  generaƟon  in  the  next  year  (Chambers,  1977). 
Males and  females  form pairs  in which  the  female  is carried on  the ventral side of the 
male  unƟl  copulaƟon  (precopula).  The  eggs  are  transferred  to  a marsupium,  a  brood 
pouch on the ventral side of the female, which  is formed by oostegites aƩached to the 
first four pereopods (Økland, 1978). Embryos pass through a number of developmental 
stages  unƟl  they  resemble  miniature  adults  and  are  released  from  the  marsupium 
(Holdich and Tolba, 1981). AŌer release, the animals are free‐living and mature aŌer 1‐
12  months  depending  on  laƟtude  and  season  (Migliore  et  al.,  1982).  A. aquaƟcus 
conƟnues to grow aŌer reaching sexual maturity (Migliore et al., 1980).  
 
CollecƟon and maintenance in lab 
Gravid females of Asellus aquaƟcus and pairs in precopula were collected in May 2013 in 
Lake Wijlerbergmeer (51° 49’ 26” N, 5° 56' 41” E) near Nijmegen, The Netherlands. Adult 
males  and  females  (parents)  were  kept  in  a  collecƟve  aquarium.  AŌer  one  day  of 
acclimaƟzaƟon  at  10  °C,  the  females were monitored  daily.  Females with  free  living 
young in their brood pouch (stage D, see Holdich and Tolba, 1981) were kept individually 
unƟl  release  (day  0)  and  then  a  group  of  fiŌy  juveniles  from  a  single  brood  (average 
brood size 66 ± 3.2 (s.e.) juveniles) was randomly assigned to one of the 60 experimental 
units, so age  is known accurate to the day. SomeƟmes two groups of 50 were available 
and assigned to two diﬀerent experimental treatments which were in diﬀerent trays (see 
paragraph Experimental setup).  
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Food 
Food  and  water  was  given  in  abundance  and  refreshed  weekly  at  the  moment  of 
measurement, which ensured ad libitum  food and  clean water. ConducƟvity was  kept 
between 530 and 600 μS/cm and pH at 8.6 ± 0.5  (1 SD). Senescent alder  leaves  (Alnus 
gluƟnosa) were  collected, washed  and  kept  in DSW water  (NEN,  1980). Any  epifauna 
present was killed by aeraƟng the leaves with pure CO2, thus prevenƟng any transfer of 
epifauna  to  the  experimental  pots.  Because  A. aquaƟcus  is  not  strictly  detrivorous 
(Økland, 1978), fish flakes  (Vipan, produced by Sera, Heinsberg, Germany) were added 
weekly  in  addiƟon  to  alder  leaves.  For  the  first  three  weeks,  we  also  added  faeces 
collected  from  the  adults,  as  juveniles may  require  inoculaƟon  with  appropriate  gut 
fauna (Bloor, 2010).  
 
Experimental setup 
The experiment was  set up as a  full  factorial design with  two  temperature  treatments 
(14 °C and 24 °C, ± 0.3 °C), three oxygen treatments (10 ± 0.5, 20 ± 0.6 and 40 ± 1.1 kPa 
(±  1  SD))  and  10  replicates  per  treatment,  totalling  60  experimental  units.  The 
temperatures are within the natural range of the species. The treatments were named 
L10,  L20  and  L40  for  the  low  temperature  and  H10,  H20  and  H40  for  the  high 
temperature. Each experimental unit consisted of a 500 ml glass pot that contained 400 
ml of  specially mixed Dutch  Standard Water, DSW  (NEN, 1980). Pots were  assigned  a 
number from 1 to 60. Five pots of each oxygen treatment were placed together in one of 
4  large  trays,  containing water  that was  temperature  controlled. Thus,  the 10 pots of 
each treatment were divided over 2 trays. One cold tray and one warm tray together are 
treated  as  a  block,  so  there  were  two  blocks  in  the  design. Mass  stream  gas  flow 
controllers (Bronkhorst Nederland) were used to create one of three mixtures of pure O2 
and N2  to  create  a  pO2  of  10,  20  and  40  kPa.  Each  pot was  aerated  individually  and 
conƟnuously at 250 ml min‐1. Air temperature in the climate controlled room was 19 °C 
and a  light regime of 14 hours  light and 10 hours dark was maintained throughout the 
experiment. 
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Measurements 
The  experiment  lasted  13 weeks,  during which most  animals  reached  asymptoƟc  size 
(length did not  increase  significantly  in  the  last 14 days of  the experiment, except  for 
L10:  linear  regression  of  length  over  Ɵme  in  the  last  three measurements  for  each 
treatment;  P  >  0.1  and  P  <  0.01  for  L10).  Juveniles were  counted weekly  to monitor 
survival. The surviving individuals were photographed (Olympus  μ10 digital camera with 
10.1  megapixels)  along  with  a  1  mm  grid.  Lengths  of  10  individuals  (or  all  when 
survivorship was below 10) were determined to the nearest 0.01 mm using FIJI, freeware 
soŌware of ImageJ (version 1.47n). Length was measured from the anterior edge of the 
head  to  the  Ɵp of  the  telson  (Graça et al., 1994).  Sex was not noted on an  individual 
basis, but rather as a sex raƟo for each pot at each Ɵme point, so  length data  includes 
 
Figure 2.1. Average age (in days, a) and length (in mm, b) at matur ity of Asellus 
aquaticus with 95% confidence intervals. Codes at the bottom denote treatment. L (blue 
bars) and H (red bars) represent low and high temperature (14 °C and 24°C) and 10, 20 
and 40 denote pO2. The CI at treatment H10 are missing, because only one female reached 
maturity in that treatment. Length at maturity is average length in the pot at the moment of 
maturation for each individual. 
 
a  b 
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both males and  females. Repeated measurements of  the  same  individual  showed  that 
measurement  error  by  the  observer  was  approximately  1.2%,  while  length 
measurements  of  the  same  individual  on  diﬀerent  photos  showed  a  variaƟon  of  on 
average 2.2% due to diﬀerences in posiƟon and posture of the animal. 
Sex  was  noted  for  every  live  individual  more  than  3  mm  in  length  (using  a  stereo 
microscope  at  40x  magnificaƟon  and  looking  at  the  pleopods  (Adcock,  1979))  and 
maturity was noted at the first appearance of oostegites (Økland, 1978). Since males do 
not develop a marsupium, maturity could only be noted for females. Length at maturity 
was calculated as average  length  in  the pot, because  individual  length data  for mature 
females was not available. 
 
StaƟsƟcal analysis 
All  analyses  were  performed  in  R  staƟsƟcs  version  3.0.1  (R‐Core‐Team,  2013)  with 
standard packages. Eﬀects on length were staƟsƟcally tested with a linear mixed eﬀects 
model  lme() from the nlme package (Pinheiro et al., 2013). Natural  logarithm of  length 
was included as the response variable and T, pO2 and a 2nd degree orthogonal polynomial 
of  Ɵme  poly(day,  2)  as  predictor  variables,  as  well  as  all  two‐way  and  three‐way 
interacƟons: 
 
 ln(length) ~ poly(day, 2) x T x pO2  
 
The  model  includes  block  as  random  variable  and  pot  number  (1‐60)  hierarchically 
nested within block as a second random variable. The polynomial of Ɵme was  included 
for curvature in the fit, specifically for flaƩening of the curve at the right end of the data. 
Length was  log‐transformed  to  allow  for  a  simpler model  (i.e. no need  for 3rd degree 
polynomial)  and  to  increase normality of  the  residuals. All  two‐way  interacƟons were 
included so that the eﬀect of oxygen could change with temperature and the three‐way 
interacƟon (T x pO2 x Ɵme) allowed the interacƟon between T and pO2 to diﬀer over the 
course  of  the  experiment  as  small  juveniles  grew  into  mature  individuals.  Visual 
inspecƟon of the frequency distribuƟon of the residuals of the mixed eﬀects regression 
model confirmed that these residuals were normally distributed. Eﬀect of treatment on 
age and length at maturity was tested with a simple linear model including either age at 
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maturity or length at maturity as response and T x pO2 as predictor variables. 
 
If mortality was size selecƟve,  it could  in principle generate a TSR response. Therefore, 
we tested for an eﬀect of size on mortality. Since mortality and size both varied through 
Ɵme, with less animals alive at the end of the experiment, when they are also larger, we 
used a parƟal regression  (also known as a “double residual regression”)  to analyse  the 
relaƟonship  between  size  and  mortality,  while  controlling  for  the  eﬀect  of  Ɵme. 
Residuals were calculated by performing separate regressions for average length per pot 
over Ɵme and number of surviving animals per pot over Ɵme. Time was included as 2nd 
degree orthogonal polynomial using the poly() funcƟon. Mortality was highest in the first 
14 days of  the  experiment, which  cannot be  related  to  length  (as  there were no  size 
diﬀerences at the start and virtually no growth had taken place over that Ɵme period), so 
this analysis excluded lengths from these first 14 days.  
 
Analysis of growth by fiƫng growth funcƟons 
Four diﬀerent growth equaƟons were compared to visualize the growth trajectories and 
find out which would best describe growth  in Asellus aquaƟcus. The first of which was 
the  generalized  Von  Bertalanﬀy  growth  funcƟon  as  presented  by  Pauly  (2010).  This 
funcƟon was modified  by  adding  an  intercept  (and  correcƟng  the parameter  for  final 
size) and removing parameter t0 to create the second growth funcƟon. The third funcƟon 
was the Weibull funcƟon (used in Yang et al., 1978) with an added intercept and scaling 
parameter. The  fourth  funcƟon was the Gompertz growth  funcƟon  (used  in Tjørve and 
Tjørve, 2010). Growth curves were fiƩed with non‐linear least squares opƟmisaƟon using 
the  funcƟon nls(). The equaƟons of  these growth  funcƟons are given  in Table 2.1,  the 
modificaƟons are in bold. AsymptoƟc length is a parameter in all of these funcƟons and 
maximum growth  rate was  calculated as maximum  slope of  the esƟmated  curve. This 
was done to allow for beƩer comparison between funcƟons, as maximum growth rate is 
not explicit in all funcƟons. The Von Bertalanﬀy growth funcƟon without intercept diﬀers 
from the others in that it does not produce an addiƟonal inflexion point at small size. The 
parameter  L0 was  set  at  average  length  at  Ɵme  zero,  rather  than  esƟmated  for  each 
treatment, assuming equal  length at Ɵme zero. Parameter K  in the generalized and the 
modified Von Bertalanﬀy funcƟon was fixed, because it interplays with parameter Lm. It 
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was  set  at  K  =  0.2  for  the  generalized  and  K  =  0.12  for  the modified Von Bertalanﬀy 
growth  funcƟon.  This  leaves only  two parameters  (Lm  and D)  to be  esƟmated  for  the 
modified Von Bertalanﬀy funcƟon. 
 
Results  
 
Survival 
Survival aŌer 13 weeks was generally  low, with 113  individuals  (4%) of all A. aquaƟcus 
surviving unƟl  the  very  end of  the  experiment. Mortality was highest  in  the first  two 
weeks of the experiment. The L10 treatment had the most individuals surviving unƟl the 
 
Figure 2.2. Length (in mm) of Asellus aquaticus over  time (in days) for  each 
treatment. Each dot represents length at that time for a single individual. Length was 
determined for up to 10 individuals per pot, with 10 pots per treatment. Top row: T = 14 °
C, bottom row: T = 24 °C, left: pO2 = 10 kPa, middle: pO2 = 20 kPa, right: pO2 = 40 kPa.  
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Factor  numDF denDF F-value P-value 
(Intercept) 1 3219 537.13 < 0.001 
poly(Day, 2) 2 3219 14514.28 < 0.001 
T 1 53 18.79 < 0.001 
pO2 2 53 3.71 0.031 
poly(Day, 2) x T 2 3219 70.06 < 0.001 
poly(Day, 2) x pO2 4 3219 15.89 < 0.001 
T x pO2 2 53 1.53 0.226 
poly(Day, 2) x T x pO2 4 3219 15.10 < 0.001 
Table 2.2. Result of mixed effects regression model (ANOVA table), based on all 
length measurements of A. aquaticus. All predictor variables and their interactions were 
included in the table. Interactions are denoted by x. numDF = numerator degrees of free-
dom, denDF = denominator degrees of freedom. 
 
 
Figure 2.3. Fitted growth curves (modified Von Ber talanffy function) for  A. 
aquaticus per treatment. Hypoxia (a), normoxia (b), hyperoxia (c). Blue lines represent 
cold treatments (14 °C), red lines represent warm treatment (24 °C). Note that curves are 
extrapolated in time until Lm is almost reached. Parameter values for the curves are given 
in Table S2.3. 
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Factor Coefficient Std. Error DF t-value P-value 
(Intercept) 0.8236 0.0401 3219 20.55  < 0.001 
poly(Day, 2)1 31.8829 0.3860 3219 82.59 < 0.001 
poly(Day, 2)2 -9.7513 0.3451 3219 -28.26 < 0.001 
T24 0.1658 0.0459 53 3.61 < 0.001 
pO210 -0.0057 0.0453 53 -0.13 0.900 
pO240 -0.1310 0.0463 53 -2.83 0.007 
poly(Day, 2)1 x T24 4.3274 0.6965 3219 6.21 < 0.001 
poly(Day, 2)2 x T24 -3.6702 0.6578 3219 -5.58 < 0.001 
poly(Day, 2)1 x pO210 2.0722 0.5055 3219 4.10 < 0.001 
poly(Day, 2)2 x pO210 1.4009 0.4580 3219 3.06 0.002 
poly(Day, 2)1 x pO240 -2.1358 0.7882 3219 -2.71 0.007 
poly(Day, 2)2 x pO240 3.6697 0.6992 3219 5.25 < 0.001 
T24 x pO210 -0.1649 0.0675 53 -2.44 0.018 
T24 x pO240 0.0964 0.0684 53 1.41 0.164 
poly(Day, 2)1 x T24 x pO210 -6.8241 1.4499 3219 -4.71 < 0.001 
poly(Day, 2)2 x T24 x pO210 2.7994 1.2535 3219 2.23 0.026 
poly(Day, 2)1 x T24 x pO240 1.7210 2.1154 3219 0.81 0.416 
poly(Day, 2)2 x T24 x pO240 -3.5403 1.7065 3219 -2.07 0.038 
Table 2.3. Result of mixed effects regression model (summary table), based on all 
length measurements of A. aquaticus. All predictor variables and their interactions were 
included in the table. Interactions are denoted by x, DF = degrees of freedom. Separate 
coefficients are given for each level of time (1st and 2nd degree of polynomial), oxygen 
and temperature. 
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end of  the experiment  (13% of  the  total number of animals  in  this  treatment) and the 
last individual in H40 survived unƟl week 10. We tested for size‐selecƟve mortality using 
a parƟal regression of survival over  length  (controlling for Ɵme). This parƟal regression 
showed that across all treatments there was no overall eﬀect of length on survival (F1,290 
= 0.93, P = 0.34). Only  for the L10 treatment did we find a negaƟve correlaƟon  (F1,85 = 
17.50, P < 0.001, see Figure S2.2), indicaƟng that in this treatment smaller animals were 
more likely to survive. 
 
Maturity 
The number of mature females was higher in the low temperature (76 females in total) 
than in the high temperature (18 in total). Average age at maturity was between 32 days 
(H20) and 56 days  (L40). Temperature had a significant eﬀect on age at maturity (F1,88 = 
31.27, P < 0.001), moving maturity  forward  to a younger age  (Figure 2.1). Oxygen also 
significantly  aﬀected  age  at maturity  (F2,88  =  3.75,  P  =  0.027)  in  a  non‐linear manner, 
delaying  maturity  under  both  hypoxia  and  hyperoxia  (Figure  2.1).  The  interacƟon 
between temperature and oxygen was not significant (T x pO2: F2,88 = 0.463, P = 0.63). No 
eﬀect of either temperature or pO2 or their interacƟon was found on length at maturity 
(F < 1.63, P > 0.20). 
 
Length 
Length increased in a similar fashion in all treatments, with growth acceleraƟng aŌer 1‐3 
weeks and slowing down between weeks 4 ‐ 7 as the animals approached their final size 
(Figure 2.2; Figure S2.1). Temperature and oxygen both aﬀected length significantly (F1,53 
= 18.79, P < 0.001 for T and F2,53 = 3.71, P = 0.031 for pO2, Table 2.2). Temperature and 
oxygen also both aﬀected length in a Ɵme dependent manner (F2,3219 = 70.06, P < 0.001 
for Ɵme x temperature and F4,3219 = 15.89, P < 0.001 for Ɵme x pO2, Table 2.2), indicaƟng 
that growth diﬀered with  temperature  and oxygen. The  two‐way  interacƟon between 
temperature and oxygen did not significantly explain length (F2,3219 = 1.53, P = 0.23). We 
also  found  a  three‐way  interacƟon  between  Ɵme,  oxygen  and  temperature  (F4,3219  = 
15.10, P < 0.001, Table 2.2).  
 
Further  analysis  to  disentangle  the  eﬀect  of  Ɵme  and  the  interacƟon  between 
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temperature and oxygen revealed that animals reached a larger final size under warmer 
condiƟons, but only under normoxic and hyperoxic condiƟons (Table 2.3). Under hypoxic 
condiƟons,  the  reverse  happened,  with  animals  showing  reduced  final  size  at  warm 
condiƟons, thus showing the classic TSR (Figure 2.3; see also Table 2.3: interacƟve eﬀect 
of warm condiƟons and hypoxia: t = ‐2.44; P = 0.018).  
This interacƟve eﬀect of oxygen and temperature became more prevalent in Ɵme as size 
measurements diverged more  and more,  thus giving  rise  to  the  three‐way  interacƟon 
(Table S2.1 and S2.2). 
 
Growth funcƟons 
The observed growth trajectories in each treatment could be adequately modelled with 
all  four diﬀerent growth  funcƟons, giving qualitaƟvely very similar  results  (Figure S2.1) 
Mean R2 per growth  funcƟon only varied within  the  range 0.83  ‐ 0.84  (Table 2.4). The 
lowest  residual  sum  of  squares  (summed  for  all  treatments)  was  produced  by  the 
modified Weibull  funcƟon.  The modified  Von  Bertalanﬀy  growth  funcƟon  resulted  in 
 Generalized Von Bertalanffy 
Modified Von 
Bertalanffy Gompertz Weibull 
Treatment Lm MaxR R² Lm MaxR R² Lm MaxR R² Lm MaxR R² 
L10 6.89 0.074 0.76 6.09 0.090 0.77 6.68 0.075 0.76 5.75 0.086 0.77 
L20 6.35 0.080 0.79 5.83 0.095 0.79 6.18 0.081 0.79 5.56 0.091 0.79 
L40 7.55 0.052 0.84 5.00 0.070 0.84 7.19 0.053 0.84 5.53 0.059 0.84 
H10 6.40 0.065 0.85 5.29 0.091 0.86 6.16 0.066 0.85 5.15 0.086 0.86 
H20 7.41 0.105 0.86 6.77 0.124 0.87 7.15 0.106 0.86 6.38 0.121 0.87 
H40 8.85 0.111 0.87 7.43 0.136 0.89 8.21 0.114 0.87 6.25 0.169 0.90 
Table 2.4. Parameter  estimates from growth functions fitted on length data of A. 
aquaticus with time (days) as predictor. Parameter values are given for each treatment. L 
and H denote 14 °C and 24 °C and 10, 20, 40 denote oxygen content of the water in each 
treatment. Lm gives the fitted value for final size in mm. MaxR gives the maximum slope 
of the fitted curve in mm d-1 and R2 is given for each fitted curve. 
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lower residual sum of squares than the generalized Von Bertalanﬀy funcƟon (Table S2.3). 
Fastest growth (maximum slope of the fiƩed curve, MaxR in Table 2.4) was consistently 
esƟmated  for  H40,  whereas  slowest  growth  was  esƟmated  for  L40  (Table  2.4).  The 
paƩern of smaller final size at warm temperature under hypoxia, but not normoxia and 
hyperoxia was consistently found for each growth funcƟon (Table 2.4). Lower esƟmates 
for growth rate were given where a larger final size was esƟmated.  
 
Discussion 
 
In search for a general explanaƟon for the TSR, AngilleƩa and Dunham (2003) formulated 
as a necessary  condiƟon  that high  temperatures  should  impose  constraints on growth 
that  only  arise  later  in  the  ontogeny.  Oxygen  limitaƟon  has  been  highlighted  as  a 
potenƟal proximate mechanism underlying  the TSR, at  least  in aquaƟc ectotherms  for 
which gas exchange is more challenging (Atkinson et al., 2006; Frazier, 2001; Pauly, 2010; 
Verberk  and  Atkinson,  2013).  Indeed,  our  results  demonstrate  that  the  eﬀects  of 
temperature on size are at least partly caused by oxygen. We found support for our first 
hypothesis  that  oxygen  limitaƟon  would  induce  a  stronger  TSR:  under  hypoxic 
condiƟons, warming resulted in smaller final size, whereas a reversed TSR was observed 
under  hyperoxia  (Figure  2.3).  An  increased  sensiƟvity  to  hypoxia  in  larger  animals, 
especially  under warm  condiƟons, would  provide  the  necessary  constraint  on  growth 
later  in the ontogeny. An oxygen constraint on growth was also found by Kolding et al. 
(2008)  who  reported  faster  growth  of  Ɵlapia  at  higher  levels  of  dissolved  oxygen. 
Similarly,  Richmond  et  al.  (2006)  showed  that  hypoxia  reduced  growth  rate  and  also 
resulted in smaller adults in the copepod AcarƟa tonsa. We found some evidence for size 
selecƟve mortality  in one of  the hypoxic  treatments  (L10), where mortality of  smaller 
individuals  was  actually  slightly  lower.  We  note  that  this  instance  of  size  selecƟve 
mortality could not have given rise to the TSR observed under hypoxia, but that  it does 
add support  for  the mechanism  that  larger animals are more sensiƟve  to hypoxia  (see 
Woods et  al., 2009).  Similarly, Di  Lascio et  al.  (2011)  report  that  the  ability of Asellus 
aquaƟcus to cope with high temperatures is associated with body size. 
 
Contrary  to  our  expectaƟon, we  also  found  a  reversed  TSR  under  normoxia.  Asellus 
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aquaƟcus may regularly experience hypoxia  in  its natural environment and may be well 
equipped to maintain oxygen uptake under  low oxygen tensions (Edwards and Learner, 
1960).  Thus,  it  is  likely  that our normoxic  treatment was  in  fact hyperoxic  for Asellus 
aquaƟcus and this could explain the lack of a clear TSR in that treatment. Atkinson (1995) 
 
Figure 2.4. Length of A. aquaticus in treatments L10 (blue) and H20 (red). Curves 
are the fitted modified Von Bertalanffy growth function. This figure isolates the effect of 
temperature by keeping the ratio between oxygen supply and oxygen demand constant 
(assuming a Q10 of 2, both supply and demand would be doubled in the warm treatment). 
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also concluded that oxygen shortage could not be confirmed for five animal species that 
were shown to be excepƟons to the TSR.  In this respect, our hyperoxic treatment may 
have  led  to oxygen  toxicity, especially under  cold  condiƟons,  thus explaining  the poor 
growth performance and survival of A. aquaƟcus in the L40 treatment. Whether oxygen 
becomes limiƟng or toxic depends in large part on the ability of an organism to regulate 
their  oxygen  uptake  (Verberk  and  Atkinson,  2013),  with  diﬀerences  in  capacity  for 
oxygen uptake influencing the degree of oxygen limitaƟon experienced by the organism 
during warming (Verberk and Bilton, 2013). Such diﬀerences  in regulatory capacity may 
also underlie  the  size dependency of  the TSR  found by Klok and Harrison  (2013), who 
found  that  small  organisms  rely  more  on  passive  diﬀusion  and  large  organisms  on 
convecƟve gas exchange. While oxygen‐limitaƟon may help  in explaining  the eﬀects of 
temperature on final size in our study, the mechanism proposed by Von Bertalanﬀy and 
Perrin  also predicts  slower  growth under warmer  condiƟons,  as  the  steep  increase  in 
demand with  temperature would  result  in  a  smaller  value  of  anabolism  –  catabolism 
(Atkinson, 1994;  see also AngilleƩa and Dunham, 2003). The eﬀect of  temperature on 
the viscosity of water may also explain the commonly observed faster growth at warmer 
temperatures:  viscosity  is  higher  in  cold  water  and  this  may  hinder  oxygen  uptake, 
especially  in  smaller animals,  reducing growth  rates at  low  temperatures  (see Verberk 
and Atkinson, 2013).  
 
A second proximate mechanism which can constrain growth later in the ontogeny is the 
allocaƟon of  resources away  from growth and  towards maturaƟon.  If  the  temperature 
dependencies  of  growth  and maturaƟon  diﬀer,  this  could  generate  the  TSR  (Van  der 
Have and De  Jong, 1996; Walters and Hassall, 2006; Zuo et al., 2012). We observed a 
reducƟon  in  age  at  maturity  (used  here  as  a  proxy  for  allocaƟon  of  resources  to 
maturaƟon)  at  high  temperature  (Figure  2.1a).  However,  no  eﬀect  was  observed  of 
oxygen  content  or  temperature  on  the  size  at maturity  of A. aquaƟcus  (Figure  2.1b). 
Thus, maturaƟon seems to be size dependent and in the warm treatments the threshold 
size is reached at an earlier age. Similarly, we found delayed maturity in H10, which can 
also be explained by reduced growth rate  in that treatment. So, we did not find strong 
evidence  either  in  favour  of  or  against  our  second  hypothesis  that  said  that  oxygen 
availability  changes  resource  allocaƟon.  Also  the  small  number  of  females  reaching 
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maturity prevents us  from drawing strong conclusions  (only 8  females matured  in L40, 
H10  and  H40  together).  The  eﬀect  of  oxygen  and  temperature  on  final  size was  not 
reflected in size at maturity, indicaƟng that these two are not readily interchangeable for 
animals which conƟnue growing aŌer maturaƟon especially when eﬀects of temperature 
are studied (Belk and Houston, 2002). Some arƟcles discussing the temperature‐size rule 
study  the ulƟmate size of organisms  (e.g. Panov and McQueen, 1998), whereas others 
study size at maturity (e.g. Berrigan and Charnov, 1994). Our data show that results can 
diﬀer between these two size measures. Clearly, size at maturity is more relevant for the 
second mechanism dealing with allocaƟon to either growth or maturaƟon, whereas the 
mechanism dealing with oxygen  supply and demand  is more  relevant  for  the ulƟmate 
size in indeterminate growing animals. 
 
There  were  no  clear  diﬀerences  in  the  fits  of  the  diﬀerent  growth  funcƟons.  The 
modified Von Bertalanﬀy  growth  funcƟon was used  in plots, because  it  relates  to  the 
theory outlined  in the  IntroducƟon. Our modificaƟon of the growth funcƟon to  include 
an  iniƟal size beƩer allowed for an  inflexion at small size, resulƟng  in a beƩer fit of the 
data (lower total sum of squares for the modified Von Bertalanﬀy growth funcƟon; Table 
2.4). The diﬀerence was especially pronounced at small sizes where growth rates iniƟally 
increase  towards  before  declining  again  towards maturaƟon  and  final  size  (see  also 
descripƟon of growth of A. aquaƟcus in Marcus et al., 1978). The parameter D, 3 · (1‐d), 
is responsible for this inflexion point and relates to resource uptake relaƟve to demand. 
An increase in d can indicate relaƟvely larger respiratory surfaces or a larger respiratory 
capacity via  the gills. Values were esƟmated  for D and  these  result  in values of 0.87 – 
0.89 for d, which is close to the metabolic scaling exponent for ectotherms of 0.837 given 
by White  et  al.  (2007).  Nevertheless  the  variaƟon  among  treatments  is  quite  small, 
making  it diﬃcult  to draw conclusions about  the biological significance of parameter d 
and its relaƟonship to the allometric exponent for respiratory surfaces.  
 
We conclude that oxygen may well play a key role in creaƟng the temperature‐size rule 
in  aquaƟc  ectotherms,  since  oxygen  fluxes  are  inƟmately  Ɵed  to  temperature  in  an 
aquaƟc  seƫng. We  found  support  for  the  Von  Bertalanﬀy‐Perrin mechanism,  but  no 
conclusive evidence  for  the mechanism based on diﬀering  temperature dependence of 
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growth  rate and maturaƟon  rate  (Van der Have and De  Jong, 1996). We do, however, 
advice to take  into account that eﬀects on size at maturity or final size may not be the 
same when animals conƟnue growing aŌer maturaƟon. The two proposed mechanisms 
underlying  the  TSR  are  not mutually  exclusive  and  could  both  (parƟally)  explain  the 
temperature‐size rule when oxygen is incorporated. A helpful experiment would be one 
that  compares  condiƟons with  equal  raƟos  between  oxygen  availability  and  demand. 
This  may  be  crudely  done  by  comparing  our  hypoxia  treatment  at  14  °C  with  the 
normoxia treatment at 24 °C (Figure 2.4). Here, the raƟo between oxygen availability and 
demand  should be  similar,  since both oxygen  supply and oxygen demand are doubled 
(assuming a Q10 of 2). Comparing the growth curves of L10 and H20 reveals that, just like 
the  eﬀects  of  increased  food  availability,  temperature  does  have  a  posiƟve  eﬀect  on 
both growth  rate and ulƟmate size  (Figure 2.4). Excluding  the eﬀects of oxygen  in  this 
way may  resolve  the  TSR  puzzle  as  it  results  in  parallel  eﬀects  of warming  on  both 
growth rate and final size.  
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Supplement to chapter 2 
 
 
Figure S2.1. Length (in mm) of Asellus aquaticus over  time (in days) for  each 
treatment. Each dot represents length at that time for a single individual. Length was 
determined for up to 10 individuals per pot, with 10 pots per treatment. Top row: T = 14 °
C, bottom row: T = 24 °C, left: pO2 = 10 kPa, middle: pO2 = 20 kPa, right: pO2 = 40 kPa. 
Curves are fitted with the generalized Von Bertalanffy growth function (black solid line), 
modified Von Bertalanffy growth function (black dashed line), Gompertz growth function 
(grey solid line) and modified Weibull function (grey dashed line). Parameter values of 
these functions are given in Table S2.3.  
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Factor  Coefficient Std. Error DF t-value P-value 
(Intercept) 0.5485 0.0371 2320 14.77 < 0.001 
poly(Day, 2)1 21.5720 0.1881 2320 114.68 < 0.001 
poly(Day, 2)2 -0.1598 0.1747 2320 -0.91 0.360 
T24 0.1205 0.0436 53 2.77 0.008 
pO210 -0.0453 0.0431 53 -1.05 0.299 
pO240 -0.0961 0.0437 53 -2.20 0.032 
T24:pO210 -0.0669 0.0621 53 -1.08 0.286 
T24:pO240 0.0196 0.0623 53 0.32 0.754 
Factor  Coefficient Std. Error DF t-value P-value 
(Intercept) 1.5757 0.0970 869 16.25 < 0.001 
poly(Day, 2)1 2.9226 0.1831 869 15.97 < 0.001 
poly(Day, 2)2 -0.5057 0.1765 869 -2.87 0.004 
T24 0.2124 0.0886 31 2.40 0.023 
pO210 0.0481 0.0825 31 0.58 0.564 
pO240 -0.1962 0.0970 31 -2.02 0.052 
T24:pO210 -0.2894 0.1686 31 -1.72 0.096 
T24:pO240 0.1204 0.1641 31 0.73 0.469 
Table S2.1. Result of mixed effects regression model on fir st half of length data of A. 
aquaticus (summary table). Only data from day 0 – 43 were included. Only main effects 
and two-way interactions were included in the model and the table. Interactions are 
denoted by x, DF = degrees of freedom. Separate coefficients are given for each level of 
time (1st and 2nd degree of polynomial), oxygen and temperature. 
 
 
Table S2.2. Result of mixed effects regression model on second half of length data of 
A. aquaticus (summary table). Only data from day 49 – 93 were included. Model and 
abbreviations are the same as in Table S2.1. 
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Generalized Von Bertalanffy growth function 
Trt Lm CI Lm K CI K t0 CI  t0 D CI D d MaxR SSres 
L10 6.89 0.46 0.20 0 -50.5 10.35 0.136 0.016 0.955 0.074 885 
L20 6.35 0.35 0.20 0 -41.0 8.35 0.157 0.017 0.948 0.080 584 
L40 7.55 1.31 0.20 0 -98.6 23.64 0.090 0.016 0.970 0.052 86 
H10 6.40 0.80 0.20 0 -59.3 14.77 0.130 0.022 0.957 0.065 35 
H20 7.41 0.45 0.20 0 -33.1 6.29 0.175 0.018 0.942 0.105 287 
H40 8.85 1.27 0.20 0 -37.9 10.14 0.157 0.026 0.948 0.111 102 
Modified Von Bertalanffy growth function 
Trt Lm CI Lm K CI K L0 CI L0 D CI D d MaxR SSres 
L10 6.09 0.18 0.12 0 1.06 0 0.334 0.010 0.889 0.090 862 
L20 5.83 0.17 0.12 0 1.06 0 0.365 0.012 0.878 0.095 567 
L40 5.00 0.23 0.12 0 1.06 0 0.335 0.012 0.888 0.070 87 
H10 5.29 0.29 0.12 0 1.06 0 0.388 0.018 0.871 0.091 34 
H20 6.77 0.22 0.12 0 1.06 0 0.392 0.013 0.869 0.124 271 
H40 7.43 0.42 0.12 0 1.06 0 0.386 0.018 0.871 0.136 88 
Table S2.3. (Continued on next page). Parameter  estimates for  all growth curves by 
function and treatment. All length data on A. aquaticus per treatment was used to fit 
curves. In the treatment (Trt) code, L and H denote 14 °C and 24 °C and 10, 20, 40 denote 
oxygen content of the water in each treatment. Estimates for all parameters are given, 
including the ones that were fixed beforehand. Lm gives the fitted value for final size. 
MaxR gives the maximum slope of the fitted curve. Parameters as in Table 1. CI denotes 
95% confidence interval. Parameter d was not estimated but was calculated based on D (d 
= 1 - D/3), SSres is the residual sum of squares for each fitted curve.  
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Gompertz growth function  
Trt Lm CI Lm r CI r ydisp CI ydisp   MaxR SSres 
L10 6.68 0.42 -0.030 0.004 -2.11 0.11   0.075 881 
L20 6.18 0.32 -0.035 0.004 -2.01 0.11   0.081 581 
L40 7.19 1.18 -0.020 0.004 -2.03 0.14   0.053 86 
H10 6.16 0.71 -0.029 0.005 -1.82 0.11   0.066 35 
H20 7.15 0.40 -0.040 0.004 -2.11 0.1   0.106 284 
H40 8.21 1.02 -0.038 0.006 -2.26 0.12   0.114 100 
Trt Lm CI Lm λ CI λ L0 CI L0 κ CI κ MaxR SSres 
L10 5.75 0.25 45.55 3.05 1.06 0 1.92 0.20 0.086 861 
L20 5.56 0.21 40.32 2.75 1.06 0 1.84 0.19 0.091 566 
L40 5.53 0.79 57.76 11.92 1.06 0 1.63 0.19 0.059 84 
H10 5.15 0.37 37.90 5.24 1.06 0 1.76 0.23 0.086 33 
H20 6.38 0.28 35.50 2.49 1.06 0 1.82 0.18 0.121 270 
H40 6.25 0.29 30.23 2.13 1.06 0 2.43 0.30 0.169 80 
Modified Weibull function  
Table S2.3. (Continued from previous page). 
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Figure S2.2. Results from par tial or  “double residual” regression on effect of size on 
survival in A. aquaticus. Residuals result from a linear regression of number of surviving 
individuals over time (vertical axis) and length over time (horizontal axis). These 
residuals were plotted separately for each treatment. Lines are fitted on residuals for each 
treatment separately. The slope was only significant in treatment L10 (F1,85 = 17.50, P < 
0.001). Codes denote treatment: L and H represent low and high temperature (14 °C and 
24°C) and 10, 20 and 40 denote pO2. 
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Abstract 
 
Temperature affects the physiology and life-history of ectothermic animals, often 
increasing metabolic rate and decreasing body size. Oxygen limitation has been put 
forward as a mechanism to explain thermal responses of body size and the ability to 
survive stress. However the time-scales involved in growth performance and heat 
tolerance differ radically. In order to increase our understanding of oxygen and 
temperature effects on body size and heat tolerance and the time scale involved, we 
reared Lymnaea stagnalis under six combinations of temperature and oxygen tension 
from hatching up to an age of 300 days and recorded shell length during this whole 
period. At the end of this period, we determined scope for growth by measuring food 
intake rate, assimilation efficiency, respiration rate and ammonium excretion rate at 
two different temperatures. We also measured the snails’ ability to survive heat stress 
(CTmax), both at normoxia and hypoxia. We found that scope for growth and long term 
growth performance were much more affected by interactions of chronic oxygen and 
temperature conditions during rearing than by acute conditions during testing. 
Furthermore, our study shows that individual variation in growth performance can be 
traced back to individual differences in rates of food and oxygen consumption. 
Developmental acclimation also gave rise to differences in CTmax, but these were 
relatively small and were only expressed when CTmax was tested under hypoxia. The 
large effects of rearing oxygen conditions on growth and other physiological rates 
compared to modest effects of test oxygen conditions on CTmax suggest that small 
effects of hypoxia on the short term (e.g. heat tolerance) may nevertheless have large 
repercussions on the long term (e.g. growth and reproduction), even in a pulmonate 
snail that can compensate for hypoxia to some extent by aerial respiration. 
 
Artifical creek in Park Brakkenstein, Nijmegen. 
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IntroducƟon 
 
emperature  is  an  important  environmental  factor,  especially  for 
ectotherm  animals.  It  aﬀects  physiological  rates  such  as 
metabolism,  growth  and development  (Gillooly  et  al., 2001; Van 
der  Have  and  De  Jong,  1996;  Yamanaka  et  al.,  2013)  and  life 
history parameters  like body size and  longevity (Anzueto‐Sanchez 
et al., 2014; Goss and BunƟng, 1983). Studies of thermal eﬀects on 
ectotherm physiology have focussed on thermal tolerance and body size (Atkinson, 1994; 
Klok et al., 2004; SƟllman, 2003; Sunday et al., 2012). For both heat tolerance and body 
size,  oxygen  limitaƟon  has  been  implicated  as  a  key mechanism  to  explain  thermal 
responses (Atkinson et al., 2006; Pörtner, 2006; Verberk and Atkinson, 2013; Verberk et 
al., 2016b), such that acute hypoxia may decrease survival under heat stress and chronic 
hypoxia may  decrease  body  size. Warmer  condiƟons  elicit  a  greater  oxygen  demand 
through  increased  metabolism,  which  has  been  hypothesized  to  cause  a  mismatch 
between oxygen demand and supply (Pörtner, 2006; Winterstein, 1905), especially in an 
aquaƟc  seƫng  (Verberk  and Atkinson, 2013; Verberk et al., 2011; Woods, 1999). This 
mismatch has been argued to arise from whole‐organism capacity limitaƟons prevenƟng 
animals from increasing rates of oxygen delivery to meet Ɵssue oxygen demand (Pörtner, 
2006). Such mismatches could explain body size responses to chronic high temperatures 
and limit survival under acute heat (Verberk et al., 2011). 
 
Final  body  size  is  oŌen  inversely  related  to  rearing  temperature,  resulƟng  in  animals 
aƩaining smaller sizes when reared under warmer condiƟons. This phenomenon, termed 
the  temperature‐size  rule  (Atkinson, 1994),  is widely documented, but  the underlying 
mechanisms  remain  poorly  understood  (AngilleƩa  and  Dunham,  2003;  Forster  et  al., 
2012). Since final size is the result of growth, a key to understand thermal eﬀects on size 
is to understand its eﬀects on growth. Growth (increase in body mass) can be described 
T 
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using  the  net  diﬀerence  between  resource  intake  and metabolism  (Von  Bertalanﬀy, 
1960). Recently, Hoefnagel and Verberk (2015) have shown that oxygen availability can 
enhance or diminish the eﬀects of temperature on growth in the aquaƟc isopod Asellus 
aquaƟcus.  InteracƟve eﬀects of temperature and oxygen were also shown  in bryozoans 
by  Atkinson  et  al.  (2006)  and  roƟfera  by  Walczyńska  et  al.  (2015a).  Finally,  the 
temperature‐size rule appears to be stronger in aquaƟc ectotherms (Horne et al., 2015), 
where  oxygen  limitaƟon  is  perhaps more  likely  because  of  the  diﬃculƟes  of  aquaƟc 
respiraƟon (Verberk and Atkinson, 2013).  
Given  that  thermal  responses  could potenƟally be beƩer understood  from  an oxygen 
perspecƟve,  disentangling  the  eﬀects  of  temperature  and  oxygen  on  the  diﬀerent 
components of growth (e.g. intake, absorpƟon eﬃciency, respiraƟon and excreƟon) may 
thus improve our understanding of the eﬀect of temperature on growth. A complicaƟon 
here  is  that  the  thermal  sensiƟvity  of  physiological  rates  is  plasƟc,  being  aﬀected  by 
thermal history. For  instance, Seebacher et al.  (2015)  showed  that acclimaƟon usually 
decreases  the  thermal  sensiƟvity  of  an  animal,  reflecƟng  the  acƟon  of  physiological 
processes involved in maintaining homeostasis. 
 
Temperatures that delineate survival under heat stress (CTmax) are oŌen determined in 
experiments  with  gradually  increasing  temperature.  Whether  oxygen  universally 
becomes  limiƟng  at  temperatures  delineaƟng  the  thermal  performance  window  is 
currently  debated  (e.g.  Clark  et  al.,  2013;  Ern  et  al.,  2015;  Pörtner  and Giomi,  2013; 
Verberk et al., 2016b). A consideraƟon of the mode of respiraƟon of the animal may help 
in  resolving  this debate  (Verberk and Bilton, 2015; Verberk et al. 2016b). For  instance, 
aquaƟc insects that employ aquaƟc gas exchange via gills or tegument are more prone to 
oxygen  limitaƟon  than  those  that  can  rapidly  increase  oxygen  uptake  by  aerial 
respiraƟon  (Verberk  and  Bilton,  2013;  2015).  Similarly,  an  increased  heat  tolerance 
aﬀorded  by  aerial  gas  exchange  has  been  argued  to  explain why  air‐breathing  crabs 
mainly  occur  in  the  tropics  (Giomi  et  al.,  2014).  In  gastropod molluscs,  gill‐breathing 
caenogastropod  species  appeared  to  be  more  prone  to  oxygen  limitaƟon  at  high 
temperatures than pulmonate snails (Koopman et al., 2016). Pulmonate snails can largely 
overcome oxygen  limitaƟons posed by a warm, aquaƟc environment by breathing air, 
thus increasing their survival at high temperatures. 
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Thermal history also maƩers for CTmax. For  instance, CTmax will be higher when rapid 
rates of warming are employed, reflecƟng the  fact that survival of heat stress depends 
on both the duraƟon and intensity of heat stress (Rezende et al., 2014; Terblanche et al., 
2007). While the Ɵme scale employed thus maƩers for survival under heat stress, there 
is evidence that hypoxia reduces CTmax when measured in the lab on the short term and 
also shiŌs thermal niches towards colder temperatures during long term field exposures 
(Verberk et al., 2016a). However, there may be other reasons why an animal succumbs 
to heat stress that are not directly related to oxygen availability, such as loss of neuronal 
funcƟon  (Ern  et  al.,  2015).  Studies  have  also  shown  that  acclimaƟon  under  higher 
temperatures can increase CTmax although not proporƟonally (Gunderson and SƟllman, 
2015), providing further evidence that thermal history can modulate survival under heat 
stress, possibly by modulaƟng the sensiƟvity of an animal for oxygen limitaƟon. Animals 
may similarly modulate their sensiƟvity for oxygen  limitaƟon  in response to the oxygen 
condiƟons experienced during rearing. 
 
Here  we  test  the  eﬀect  of  rearing  condiƟons  that  act  on  the  long  term  and  test 
condiƟons  that act on  the short  term on metabolism,  food  intake, growth and survival 
under heat stress. Both oxygen and thermal condiƟons are manipulated to allow tesƟng 
of  the main hypothesis  that  an oxygen perspecƟve  can  improve our understanding of 
thermal  responses.  Our  study  species,  Lymnaea stagnalis (L.)  is  a  large  freshwater 
gastropod  that  employs both  air breathing  via  a  lung  and  tegument breathing  (Jones, 
1961). We hypothesized that rearing temperature and oxygen  levels  interacƟvely aﬀect 
growth and its components, such that growth will be maximised under warm, hyperoxic 
rearing condiƟons. We also measured  the surface of  the  tentacles because L. stagnalis 
may  be  able  to  increase  this  surface  in  order  to  improve  tegument  breathing when 
reared under hypoxia. With regard to heat tolerance we hypothesized that a high rearing 
temperature will increase CTmax, while acute hypoxia will lower it. Moreover, hyperoxic 
rearing is expected to reduce CTmax under normoxia or exacerbate reducƟons in CTmax 
when tested under hypoxia, while hypoxic rearing is expected to have opposite eﬀects. 
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Methods 
 
Maintenance in the lab and length measurements 
200 individual Lymnaea stagnalis were obtained from a lab at Wageningen University in 
the summer of 2013. These snails were kept  in 10 L glass aquaria at room temperature 
(18‐20  °C). The water  (Dutch  standard water: demineralized water of 0.2 µS cm‐1 with 
0.20 g l‐1 CaCl2.2H2O, 0.18 g l‐1 MgSO4.7H2O, 0.10 g l‐1 NaHCO3 and 0.02 g l‐1 KHCO3) was 
replaced weekly and food (fresh leafs of iceberg leƩuce) was supplied ad libitum two to 
three  Ɵmes  each  week.  Aquariums  were  conƟnuously  aerated  with  compressed  air. 
Snails in the current experiment originated from weekly collected egg masses (February 
and March 2014) from F2 aquaria and assigning each weekly batch (800‐5000 hatchlings) 
to one of the six treatments upon hatching, which took one week. Treatments consisted 
of  a  factorial  design  of  two  temperatures  and  three  oxygen  levels.  Four  large  trays, 
containing water  that was  temperature  controlled  at  either  17°C  (2  trays)  or  22°C  (2 
trays)  were  used  and  in  these  trays  fiŌeen  6  L  aquaria  (3‐4  per  tray)  were  placed, 
creaƟng  2‐3  replicates  per  treatment. Mass  stream  gas  flow  controllers  (Bronkhorst 
Nederland) were used to create three mixtures of oxygen and nitrogen and these were 
bubbled  into  each  6  L  aquarium  to  keep  oxygen  levels  in  both  the  water  and  the 
overhead  air  at 10, 20 or 40  kPa. Water  and  food were  replaced  as described  above. 
Total shell  length was determined of a random sample of 20 snails per aquarium every 
second week or all snails in an aquarium when they numbered fewer than 20.  
 
Scope for growth 
The components of growth can be wriƩen in an equaƟon using the concept of scope for 
growth (Warren and Davis, 1967). 
 
  Scope for growth (J) = Intake *AE – RespiraƟon – ExcreƟon    (3.1)  
 
Where  rates  are  given  as  their  respecƟve  energy  equivalents.  Intake  is  all  consumed 
energy (620 J g‐1 wet iceberg leƩuce), AE is assimilaƟon eﬃciency, the fracƟon of intake 
that becomes available for processing, RespiraƟon is an approximaƟon of energy loss for 
Long‐term and acute eﬀects of temperature and oxygen on a freshwater gastropod 
3 
 51 
metabolism (14.4 J mg‐1 O2, EllioƩ and Davison (1975)) and ExcreƟon is energy lost aŌer 
metabolic processing (19.4 J mg‐1 NH4+, EllioƩ and Davison (1975)). Snails were selected 
from  the  18  rearing  aquaria  (October  2014  –  February  2015)  to  determine  scope  for 
growth  (equaƟon  3.1).  Food  ingesƟon  was  determined  by  keeping  individual  snails 
separate  for  4  days  and  adding  approximately  2  grams  of  pre‐weighed  fresh  iceberg 
leƩuce on  the  second day.  Faeces  and  remaining  leƩuce were  collected  aŌer  these 4 
days and weighed. The amount of faeces produced in this Ɵme frame was not suﬃcient 
to reliably determine assimilaƟon eﬃciency for each treatment separately. Therefore, an 
assimilaƟon  eﬃciency  of  65%  was  used  in  our  calculaƟons,  which  was  the  average 
assimilaƟon eﬃciency across all treatments. 
Oxygen consumpƟon was determined by measuring oxygen tension in the water, using a 
micro optode connected to a Microx TX3 fibre‐opƟc oxygen meter (Presens instruments, 
Regensburg, Germany), before and aŌer a 4 hour run in which individual snails were kept 
in closed, opaque 100 mL pots without access to air. Thus, only aquaƟc respiraƟon was 
quanƟfied.  Snails were  allowed  to  acclimate  to  test  condiƟons  for  one  hour  prior  to 
closing the pots and the first oxygen measurement.  
Ammonium producƟon was measured  in another 4 hour  run  in which  individual  snails 
were kept  in 100 mL pots with access  to air. The DSW  in  these pots was created with 
milliQ  (0.060  µS  cm‐1)  rather  than  demineralized  water  (0.2  µS  cm‐1)  to  avoid  any 
ammonium  contaminaƟon.  Ammonium  concentraƟon  was  determined  by  an 
autoanalyzer (BranandLuebbe, Norderstedt, Germany) using the Berthelot reacƟon.  
To allow for comparisons at the level of individuals, food ingesƟon, oxygen consumpƟon 
and ammonium excreƟon were measured  in  the  same  individual  snail where possible. 
Individuals were  tested at one of  two  temperatures  (17°C or 22°C). To  further explore 
covariates of diﬀerences  in growth rate across  individuals, snails  in  the  treatment with 
low temperature and hypoxia were divided into four quarƟles based on their shell length 
which is a proxy for their growth rate (Figure S3.1). 
 
CTmax trials 
Temperatures  delineaƟng  survival  under  heat  stress  (CTmax)  were  determined  using 
thermal ramping trails. CTmax was measured for snails originaƟng from each of the six 
rearing treatments (3 oxygen levels crossed with two temperatures). An electronic water 
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Figure 3.1. Wet mass data and Von Ber talanffy growth curves for  Lymnaea stagnalis 
fitted by non-linear least square regression to biweekly length measurements in each of 
six rearing treatments (specified in top of each panel). Temperature treatments (17°C and 
22°C in light grey and dark grey) are plotted separately for each rearing oxygen level 
(hypoxia in panel a, normoxia in panel b, hyperoxia in panel c). Curves were not 
extrapolated outside data range. 
 
T  
(°C) 
Oxygen 
(kPa) 
M0  
(g) 
La 
(mm) 
MaxG 
(g d-1) 
Age Ma 
(d) SSres R
2 adj 
17 10 0.273 (±0.012) 0.115 (±0.011) 13.4 0.001 464 0.5 0.55 
17 20 0.253 (±0.011) 0.240 (±0.027) 17.1 0.001 507 1.4 0.56 
17 40 0.315 (±0.016) 0.269 (±0.032) 17.8 0.002 393 5.9 0.41 
22 10 0.415 (±0.026) 0.869 (±0.093) 20.5 0.007 285 14.6 0.66 
22 20 0.353 (±0.020) 1.522 (±0.164) 24.7 0.011 344 112.7 0.50 
22 40 0.297 (±0.018) 2.068 (±0.394) 27.3 0.012 421 86.4 0.47 
D 
 
Table 3.1. Estimated parameters for  Von Ber talanffy growth function (eq. 3.3) based 
on SFWM of Lymnaea stagnalis. M0 and K were fixed at 2.7·10-4 and 0.05 respectively. 
Ma is asymptotic mass in g, La is Ma converted to length in mm, MaxG is maximum 
growth rate in g·day-1, Age Ma is age at 98% of asymptotic weight in days, SSres is sum 
of squared residuals, R2 adj is adjusted R2. 95% confidence intervals are given in 
parentheses. 
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bath was used to create a conƟnuously increasing water temperature at a rate of 0.25 °C 
min‐1,  starƟng  at  20°C.  Individual  snails  were  placed  in  an  air‐sealed  flow‐through 
chamber  (0.04 L  s‐1) and each flow‐through chamber also  included a  small head  space 
holding a layer of air, allowing the snails to breathe air during heat trials. The air in this 
compartment could also be exchanged via a needle with diﬀerent gas mixtures of oxygen 
and nitrogen,  in  such  a way  that  the  air  and water  compartments held  the  same  gas 
mixture (see Verberk and Calosi, 2012 and Koopman et al., 2016 for further details). The 
endpoint  that  could be most  consistently  scored  and  therefore used  as  a measure of 
CTmax was loss of movement when snails did no longer move and oŌen also lost grip of 
the sides of the box, causing them to float at the water surface. At this stage snails could 
sƟll recover  from heat  injury, but this was not quanƟfied as snails were transported to 
anoxic water aŌer the heaƟng trials, to prepare them for measurements of tentacle area 
and body mass. While many diﬀerent measures are used in the literature to approximate 
criƟcal temperatures during heaƟng trials (e.g. onset of spasms, loss of equilibrium, loss 
of movement, inability to recover), our measure of CTmax does fit with the definiƟon of 
being an empirical endpoint at which the animal becomes moribund and can no  longer 
escape  the adverse  temperatures  (LuƩerschmidt and Hutchison, 1997). Note also  that 
these diﬀerent measures oŌen are exhibited sequenƟally and  in a study on damselflies 
their  responses  to  oxygen  condiƟons were  largely  similar  (Verberk  and  Calosi,  2012). 
CTmax was determined  for snails under normoxia  (20 kPa) and under hypoxia  (5 kPa), 
but not hyperoxic condiƟons as previous work showed very minor eﬀects of hyperoxia in 
pulmonates (Koopman et al., 2016). 
 
Body mass 
AŌer measuring components of scope for growth, snails were killed in anoxic water at 22 
°C to avoid retracƟon of the tentacles. Tentacle surface was determined with dissecƟon 
microscope (40x magnificaƟon and a microscale) and calculated by mulƟplying the length 
(in mm) of the tentacle (from the eye to the Ɵp) with the width (in mm) of the tentacle 
base, which are close to perpendicular, approximaƟng a triangle. Considering that a snail 
has  two  tentacles,  the  total  tentacle  surface  (in  mm2)  can  be  approximated  as  a 
rectangle. Both  tentacles were measured and  the surface of  the  larger of  the  two was 
doubled  to  correct  for  parƟal  retracƟon.  SoŌ  body was  removed  from  the  shell  and 
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weighed aŌer gently bloƫng on Ɵssue paper. Shell free wet mass (SFWM) was measured 
to  the nearest 0.001 gram on a micro balance  (MeƩler‐Toledo XA105, Switzerland). A 
value of 4860 J g‐1 shell free wet mass (Rumohr et al., 1987) was used to convert growth 
in grams to  its energy equivalent. Given that body mass exerts a  large  influence on the 
components of scope  for growth we used a mass correcƟon. Mass exponents  (b) were 
determined by regressing log transformed mass data for rates (consumpƟon, respiraƟon, 
excreƟon)  and  tentacle  surface  area  against  log‐transformed  shell  free wet mass  (M). 
Subsequently,  data was mass‐corrected  by  dividing  the measured  value  by Mb  (Table 
3.3). 
 
StaƟsƟcal analysis and growth curves 
Analyses were done in R version 3.2.3 (R‐Core‐Team, 2015) using linear models from the 
stats package and mixed  linear models  from  the nlme package  (Pinheiro et al., 2013). 
The  best  linear model was  selected  based  on  AIC  values  by  reducing  the  full model 
(including rearing  temperature, rearing oxygen,  test  temperature and  interacƟons) and 
we tested whether residual variaƟon could be explained by aquarium ID. If this was the 
case, we included a random factor of aquarium ID nested within block. A block consisted 
of one cold tray and one warm tray. 
Length  (mm)  to  body mass  (g)  relaƟonships  (equaƟons  3.2a  and  3.2b,  one  for  each 
rearing temperature) were esƟmated empirically on snails that were used for scope for 
growth measurements. These relaƟonships were used to calculate wet mass for the few 
snails that we did not have mass data for. 
 
  SFWM17 = 4.759 · 10‐5 * L3              (3.2a) 
  SFWM22 = 1.012 · 10‐4 * L3              (3.2b) 
 
Modified Von Bertalanﬀy growth curves (equaƟon 3.3) were fiƩed through shell free wet 
mass  (g)  values by non‐linear  least  square  (nls)  regression  for  each  rearing  treatment 
separately.  This  served  the purpose of  staƟsƟcally  comparing  its parameters between 
treatments. 
 
  SFWM = M0 + (Ma – M0) * (1 – e‐K*D*t)3/D          (3.3) 
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Figure 3.2. Scope for growth components in J d-1 snail-1 for rearing conditions in 
Lymnaea stagnalis. Results of measurements on all rearing conditions. Top of bars marks 
total consumed energy, light green denotes energy not assimilated, blue and black denote 
energy lost in respiration and excretion respectively and dark green bars denote scope for 
growth. Assimilation efficiency was found to be 65%. Left panel shows measured values 
in Joules, right panel shows same data relative to total energy consumed.  
 
 
Where average mass at day zero M0 was 2.7·10‐4 g, Ma  is asymptoƟc body mass, K  is a 
relaƟve  Von  Bertalanﬀy  growth  rate,  D  corrects  for  allometric  growth  of  respiratory 
organs and t is Ɵme in days which equals the age of snails. K was not esƟmated but fixed 
at 0.05 based on preliminary analysis, since Ma and K interacted too strongly. 
Modified  Von  Bertalanﬀy  growth  curves  (equaƟon  3.3)  were  also  used  to  esƟmate 
average growth in the 30 days prior to scope for growth measurements on an individual 
basis. This was used  to  test  for a  relaƟonship between average growth and  scope  for 
growth across  individuals. To  this end,  the growth curve  for a given  rearing  treatment 
was  used  as  a  template,  and  rescaled  (i.e.  adjusƟng  Ma)  to  match  the  size  of  the 
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individual at the Ɵme of scope  for growth measurements. This curve was then used to 
calculate the body mass that the  individual snail would have had 30 days earlier. Thus, 
we assumed that  individuals within each rearing treatment only diﬀered  in the verƟcal 
scaling of the Von Bertalanﬀy growth curve. 
 
Results 
 
Observed growth 
Snails reared under warm condiƟons grew faster and consequently reached a larger size 
than  snails  reared under  cold  condiƟons. The modified Von Bertalanﬀy growth  curves 
fiƩed to biweekly size measurements captured 41‐66% of the variaƟon in the data (Table 
3.1).  Snail  growth  was  found  to  diﬀer  between  replicate  aquaria  and  therefore  we 
included aquarium  ID as a random eﬀect  in the staƟsƟcal models, nested within Block. 
Log‐transforming  body  mass  did  not  improve  AIC  of  the  model  with  respect  to 
untransformed data, so no transformaƟon was used. The mixed eﬀects model on body 
mass with  random  slopes of mass over age  for each aquarium  confirmed  that growth 
rate  (i.e.  the  slope  of  body  mass  over  age)  was  significantly  increased  by  rearing 
temperature (t1,3691 = 2.530; P = 0.011, Table S3.1). Rearing oxygen did not aﬀect growth 
rate (t1,3691 = ‐0.072; P = 0.943, Table S3.1.). Warm rearing condiƟons also increased final 
size, esƟmated by the asymptoƟc body mass of the Von Bertalanﬀy growth curves, while 
hypoxia  decreased  final  size  in  both  rearing  temperatures  (Figure  3.1,  Table  3.1). 
InteracƟve  eﬀects  between  rearing  temperature  and  rearing  oxygen  condiƟons  on 
growth rate and final size appear to be absent. 
 
Scope for growth 
Scope  for  growth was  determined  for  a  total  of  120  snails.  Conover’s  (1966) method 
resulted  in  an  assimilaƟon  eﬃciency  of  65%.  Energy  lost  in  respiraƟon  consisted  of 
roughly  10‐20%  of  the  total  energy  consumed while  energy  lost  in  excreƟon  through 
ammonia  comprised  only  between  0.1%  and  1.6%  of  total  consumed  energy  (Figure 
3.2b). Snails  from hyperoxic warm rearing condiƟons consumed  less energy  than other 
snails from the warm treatments, while the  lowest consumpƟon  in the cold treatments 
was found under hypoxic condiƟons (Figure 3.2a). 
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Table 3.2. Linear  model for  effects of rear ing and testing conditions on calculated 
scope for growth in Lymnaea stagnalis. Asterisks indicate significant effect. R2 of the 
model is 0.32.  
 
Source Value Std. Error DF t-value P-value   
(Intercept) -12.903 29.584 113 -0.436 0.664   
Rearing temperature (°C) 100.544 19.101 1 5.264 < 0.001 *** 
Shell free wet mass (g) 90.634 28.512 1 3.179 0.002 ** 
Rearing O2 (kPa) 1.032 0.521 1 1.980 0.050   
Test temperature (°C) 0.360 1.469 1 0.245 0.807   
Rearing temperature : SFWM -83.380 31.033 1 -2.687 0.008 ** 
Rearing temperature : Rearing O2 -2.559 0.750 1 -3.410 0.001 ** 
 
Figure 3.3. Energy equivalent of observed growth (with 4860 J g-1 according to Rumohr 
et al., 1987) and calculated scope for growth in Lymnaea stagnalis. Colours denote rearing 
conditions (blue for 17 °C and red for 22 °C) and darker colours denote higher rearing 
oxygen. Note the double logarithmic scale. The black line represents the relation y = x.  
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Figure 3.4. Mass cor rected energy equivalents of physiological rates in Lymnaea 
stagnalis. Rearing oxygen (kPa) and rearing temperature (°C) are indicated below the 
bars. (a) Energy flux through food consumption, (b) energy flux through oxygen 
consumption, (c) energy flux through ammonium excretion, (d) total surface of tentacles. 
Solid bars represent data from warm rearing conditions and shaded bars represent cold 
rearing conditions. Error bars denote 95% confidence intervals.  
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Table 3.3. Parameters of allometr ic equations (Rate = a · Massb, with Mass in g wet 
mass) for scope for growth, its components and tentacle surface in Lymnaea stagnalis. 
Data are from all rearing treatments. 
 
Rate a b R2 
Food consumption (g d-1) 0.1264 0.9808 0.2190 
Food assimilation (g d-1) 0.0824 0.9808 0.2190 
Oxygen consumption (mg d-1) 1.5182 0.6033 0.5641 
Ammonium excretion (µmole d-1) 5.5332 0.5352 0.0329 
Tentacle surface (mm2) 11.9292 0.4992 0.7987 
Scope for growth (J d-1) 66.6773 0.4013 0.1692 
The  calculated  scope  for  growth  in  J/d/snail  was  significantly  explained  by  rearing 
condiƟons (temperature t1,113 = 5.264; P <0.001, rearing oxygen availability t1,113 = 1.980; 
P = 0.050, Table 3.2). Rearing temperature increased scope for growth, but less so under 
high rearing oxygen condiƟons and  in  large  individuals, as was evident  from significant 
interacƟons between rearing temperature and both rearing oxygen condiƟons (t1,113 = ‐
3.410; P < 0.001, Table 3.2)  and body mass  (t1,113 = 3.179; P = 0.002, Table 3.2). Test 
temperature did not aﬀect scope for growth (t1,113 = 0.245; P = 0.807, Table 3.2).  
A linear model on log‐log transformed data revealed a posiƟve relaƟon between energy 
potenƟally  available  for  growth  (i.e.  scope  for  growth)  and  the  energy  equivalent  of 
actual  growth  (i.e.  the biomass  they  accumulated  in  the  last 30 days; P  < 0.001, R2  = 
0.28).  Thus,  individual  snails  that  had  grown  more  during  the  last  30  days  also 
demonstrated a higher scope  for growth. However, actual growth was  lower  than  that 
predicted based on scope for growth for most snails (Figure 3.3). 
Because of  the  large  size diﬀerences of  the  snails  in  the diﬀerent  treatments,  a mass 
correcƟon  was  applied,  facilitaƟng  comparisons  among  treatments. Mass  exponents 
based  on  linear  regression  on  log‐transformed  data  ranged  from  0.40  for  scope  for 
growth to 0.98 for food consumpƟon (Table 3.3).  
 
Mass corrected food consumpƟon rates could not be explained by rearing condiƟons or 
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Source Estimate Std. Error DF t-value P-value   
(Intercept) 0.7629 0.5178 110 1.4733 0.144   
Rearing temperature -0.0863 0.6338 4 -0.1361 0.898   
Rearing oxygen 0.0130 0.0156 4 0.8364 0.450   
Test temperature -0.0165 0.0173 110 -0.9535 0.342   
Rearing T : Rearing oxygen -0.0190 0.0230 4 -0.8263 0.455   
             
(Intercept) 1.8374 0.7059 110 2.6029 0.011 * 
Rearing temperature 1.3427 0.5010 4 2.6799 0.055   
Rearing oxygen 0.0110 0.0131 4 0.8465 0.445   
Test temperature -0.0084 0.0285 110 -0.2959 0.768   
Rearing T : Rearing oxygen -0.0623 0.0198 4 -3.1447 0.035 * 
Food consumption       
Oxygen consumption       
       
Ammonium excretion       
(Intercept) -55.4527 33.7633 110 -1.6424 0.103   
Rearing temperature -21.7924 9.5897 5 -2.2725 0.072   
Rearing oxygen 1.2994 0.4247 5 3.0594 0.028 * 
Test temperature 3.9603 1.6780 110 2.3602 0.020 * 
              
Tentacle surface       
(Intercept) 15.1745 1.1364 85 13.354 < 0.001 *** 
Rearing temperature -2.5997 1.7473 1 -1.4878 0.141   
Rearing oxygen -0.1733 0.0676 1 -2.5619 0.012 * 
Rearing T : Rearing oxygen 0.16280 0.0861 1 1.8910 0.062   
Table 3.4. Coefficients of mixed linear  models with rear ing and testing conditions on 
mass corrected physiological rates in Lymnaea stagnalis. Aquarium ID nested in Block 
was included as random factor in all models except for tentacle surface. Asterisks indicate 
significant effects. 
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Figure 3.5. Relation between 
mass corrected respiration rate 
and food ingestion rate in 
Lymnaea stagnalis. Colors 
denote rearing temperature 
(blue for 17 °C and red for 22 °
C) and darker colors denote 
higher rearing oxygen. The line 
is given by mass corrected food 
consumption = 10.56 * oxygen 
consumption (R2 = 0.46). 
Figure 3.6. Energy equivalent 
of scope for growth and actual 
growth showing individual 
variation Lymnaea stagnalis. 
Data were collected from snails 
that were reared in hypoxic cold 
conditions. Open and solid 
symbols denote test temperature 
of 17 °C and 22 °C respectively. 
The thick line represents 
prediction for an average snail 
(0.15 g), dashed and dotted lines 
represent predictions for snails 
of 5% (0.05 g) and 95% (0.29 g) 
mass percentiles respectively.  
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Source Estimate Std. Error DF t-value P-value   
Food consumption1       
(Intercept) -0.0466 0.0402 123 -1.157 0.249   
Growth rate 188.7 85.7 1 2.201 0.030 * 
SFWM 0.1227 0.2043 1 0.601 0.549   
Test temperature 0.0016 0.0019 1 0.818 0.415   
Growth rate : SFWM -197.1 48.91 1 -4.029 < 0.001 *** 
       
Oxygen consumption             
(Intercept) -0.3984 0.2396 128 -1.663 0.099   
Growth rate 5.1170 478.80 122 0.011 0.992   
SFWM 5.2767 1.1202 122 4.711 < 0.001 *** 
Test temperature 0.0190 0.0105 122 1.798 0.075   
Growth rate : SFWM -1565.53 282.49 122 -5.542 < 0.001 *** 
       
Ammonium excretion2             
(Intercept) -15.14 8.876 123 -1.705 0.091   
Growth rate -2564.0 1892.0 1 -1.355 0.178   
SFWM 74.32 45.07 1 1.649 0.102   
Test temperature 1.196 0.4246 1 2.815 0.006 ** 
Growth rate : SFWM 1436.0 1079.0 1 1.330 0.186   
Table 3.5. (Continued on next page). Summary table of models with individual 
variation on components of scope for growth in Lymnaea stagnalis. Data were collected 
from snails that were reared in hypoxic cold treatment. Aquarium ID was included as a 
random factor for oxygen consumption only because it proved not significant in the other 
models. Colon indicates interaction, asterisks indicate significant effect. Note that R2 are 
only given for linear models. 
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test temperature when aquarium ID was included as random factor although it seemed 
higher  in  the  smaller  snails  reared  under  cold  condiƟons  (Figure  3.4).  Oxygen 
consumpƟon rate, however, was related to the interacƟon between rearing temperature 
and  rearing oxygen condiƟons  (t1,4 =  ‐3.145; P = 0.035, Table 3.4). Oxygen consumpƟon 
declined with  increasing  rearing oxygen  tension, but only  in  the warm condiƟons. Test 
temperature was never a  significant predictor except  for ammonium excreƟon  (t1,110 = 
2.360; P = 0.020), which also related to rearing oxygen (t1,5 = 3.059; P = 0.028, Table 3.4 
and  Figure 3.4). Tentacle  surface  area was  smaller under hyperoxic  rearing  condiƟons 
and  larger under hypoxic  rearing  condiƟons  (t1,85 =  ‐2.562; P  = 0.012) but did not  vary 
with rearing temperature. 
Mass corrected  food consumpƟon was related to mass corrected oxygen consumpƟon, 
indicaƟng that snails with relaƟvely high metabolism also consume relaƟvely more food 
Tentacle surface3             
(Intercept) 1.8716 0.4184 96 4.473 < 0.001 *** 
Growth rate 11761.1 3291.5 1 3.573 < 0.001 *** 
SFWM -11.295 7.257 1 -1.557 0.123   
Growth rate : SFWM -5006.5 1717.8 1 -2.916 0.004 ** 
       
Scope for growth4             
(Intercept) -8.240 12.73 123 -0.647 0.519   
Growth rate 6022.0 2712.0 1 2.220 0.028 * 
SFWM -37.40 64.62 1 -0.579 0.564   
Test temperature 0.2379 0.6088 1 0.391 0.697   
Growth rate : SFWM -4045.0 1547.0 1 -2.614 0.010 * 
Source Estimate Std. Error DF t-value P-value   
Table 3.5. (Continued from previous page). 
 
1 R2 = 0.26  2 R2 = 0.12  3 R2 = 0.42  4 R2 = 0.11. 
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(Figure 3.5). This suggests  that  individual variaƟon  in their physiological acƟvity  level  is 
important, meriƟng further invesƟgaƟon. 
 
VariaƟon across individuals from the cold hypoxic treatment 
For  snails  from  the  rearing  treatment with  low  temperature  and  low  oxygen we  had 
suﬃcient individuals (120) for an experiment to explore diﬀerences between individuals 
with high physiological acƟvity (exhibiƟng fast growth) and those with low physiological 
acƟvity  (exhibiƟng  slow  growth).  These  analyses  showed  that  for  snails  reared  under 
cold, hypoxic  condiƟons, diﬀerences  in average growth  rate during  their  lifeƟme were 
posiƟvely  related  to diﬀerences  in  scope  for growth  (t1,123 = 2.220; P = 0.028, Table 3.5 
and Figure 3.6). This  relaƟonship was also dependent on body  size,  such  that  the  fast 
growing  snails  exhibited  a high  scope  for  growth only  at  small  size  (t1,123 =  ‐2.614; P  = 
0.010, Table 3.5). 
The  correlaƟon between growth  rate and  scope  for growth was also  reflected  in  food 
consumpƟon  being  higher  in  fast  growing  snails  (Figure  3.7),  whereas  oxygen 
consumpƟon was mainly  aﬀected by body mass  (t122,128 = 4.711; P  < 0.001,  Table 3.5). 
Similar to the paƩern across all treatments, no clear paƩern with test temperature was 
observed  (Figure  3.7),  except  for  its  eﬀect  on  ammonium  excreƟon  (t1,123 =  2.815;  P  = 
0.006, Table 3.5), but since ammonium excreƟon represents only a minor loss of energy 
(0.1 – 1.6%), this eﬀect of test temperature was not reflected in the calculated scope for 
growth (t1,123 = 0.391; P = 0.697). InteracƟve eﬀects between body size and growth rate 
for food consumpƟon (t1,123 =  ‐4.029; P < 0.001, Table 3.5)  indicate that the  increase  in 
food consumpƟon with growth rate is weakened in large snails, suggesƟng that in these 
snails, high food consumpƟon has a smaller contribuƟon to achieving fast growth. Similar 
interacƟve  eﬀects  were  found  for  oxygen  consumpƟon  (t122,128 =  5.542;  P  <  0.001), 
suggesƟng  that  large  snails grow beƩer when  their oxygen  consumpƟon  is  low.  Snails 
with  fast growth also had  larger  tentacles  (t1,96 = 3.573; P < 0.001) although  this eﬀect 
diminished in larger snails (t1,96 = ‐2.916; P = 0.004, Table 3.5). 
 
CTmax 
Lymnaea stagnalis could  survive  temperatures  up  to  40.5  °C  in  our  ramping  trials. 
Hypoxia during tests did not aﬀect CTmax in snails from warm rearing condiƟons, but it 
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Figure 3.7. Components of scope for  growth and observed growth rate for  individual 
variation in Lymnaea stagnalis. Data were collected from snails that were reared in 
hypoxic cold conditions. Panels show food consumption in J/d (a), oxygen consumption in 
J/d (b), ammonium excretion in J/d (c), and tentacle surface in mm2 (d). Open and solid 
symbols denote test temperature of 17 °C and 22 °C respectively. The thick line represents 
prediction for an average snail (0.15 g), dashed and dotted lines represent predictions for 
snails of 5% (0.05 g) and 95% (0.29 g) mass percentiles respectively.  
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decreased CTmax of snails from cold condiƟons relaƟve to those found under normoxia 
(t1,85 = 5.336; P < 0.001, Figure 3.8, Table 3.6). The oxygen condiƟons during rearing had a 
small eﬀect on CTmax, which also diﬀered between warm and  cold  rearing condiƟons 
(t1,85 = ‐2.347; P = 0.021, Table 3.6): in warm‐reared snails, snails reared under increasing 
levels of oxygen had reduced CTmax, while  in cold‐reared snails, CTmax  increased with 
increasing  oxygen  condiƟons  during  rearing. Wet  mass  had  no  significant  eﬀect  on 
CTmax of Lymnaea stagnalis. 
 
Discussion 
 
How animals deal with changing environmental condiƟons depends on  the  intensity of 
the changes and how long animals are exposed to these changes (Rezende et al., 2014). 
Here  we  show  that  long  term  diﬀerences  in  rearing  temperature  have  pronounced 
eﬀects on growth rate and the resulƟng body size (Figure 3.1). Scope for growth and its 
components likewise respond to rearing temperature, rearing oxygen condiƟons or their 
interacƟon (Table 3.2 and Table 3.4).  
In evaluaƟng whether thermal responses are dependent on oxygen condiƟons and vice 
versa  (i.e.  interacƟve  eﬀects  of  oxygen  and  temperature),  it  is  clearly  important  to 
disƟnguish  between  short‐term  test  condiƟons  and  long  term  rearing  condiƟons 
(Seebacher et al., 2015). For our results the eﬀects of rearing condiƟons on the long term 
appear to be more pervasive than those of the test condiƟons, with the excepƟon of the 
test  oxygen  condiƟons  during  the  CTmax  trials.  The  idea  underlying  an  oxygen 
perspecƟve to understand thermal responses in survival and performance is that oxygen 
is more likely to become limiƟng under warm condiƟons. 
The study species, Lymnaea stagnalis is a bimodal breather, capable of extracƟng oxygen 
from  the water  through  the  skin  as well  as  from  air  by  using  its  lung.  Jones  (1961) 
showed  that  at  the  test  temperature  of  15  °C,  the  aerial  respiraƟon  and  aquaƟc  gas 
exchange contributed equally to total respiraƟon of Lymnaea stagnalis at normoxia, but 
respiraƟon  increasingly  relied  on  aerial  gas  exchange  at  progressively  lower  test 
dissolved oxygen. Previous work has shown that relaƟve reliance on aerial gas exchange 
increases with  increasing  temperature  in  bimodal  breathers  (e.g.  Verberk  and  Bilton, 
2015),  including  Lymnaea stagnalis (Sidorov,  2005)  and  other  pulmonate  snails 
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Figure 3.8. Maximum cr itical temperature (Loss of movement) of Lymnaea stagnalis 
in a ramping trial. Snails from the three rearing oxygen conditions were tested separately, 
but pooled in the figure, so values are averages of 15 snails. Error bars denote standard 
error. Green bars denote testing at normoxia (20 kPa O2), yellow bars denote testing at 
hypoxia (5 kPa O2). Rearing temperature is indicated at the bottom. Asterisk denotes 
significant difference between test conditions. See Figure S3.2 for more details.  
 
(Koopman et al., 2016). This mode of gas exchange  is expected to make the snails  less 
prone  to  oxygen  limitaƟon  when  heat‐stressed  (Boardman  and  Terblanche,  2015; 
Davenport and Davenport, 2007; Giomi et al., 2014; Koopman et al., 2016; Verberk and 
Bilton, 2015; Verberk et al., 2016b). Indeed, reducƟons in CTmax when comparing trials 
under normoxia and hypoxia  (Figure 3.8) were small compared  to  the 6.5  °C reducƟon 
found  in aquaƟc ectotherms that relied on aquaƟc gas exchange by Verberk and Bilton 
(2015) and Verberk et al. (2016a).  
 
The observaƟon  that  rearing  temperature did not alter CTmax under  test normoxia  in 
Lymnaea stagnalis confirms that  long‐term acclimaƟon has  limited capacity to  improve 
heat  tolerance  (Sandblom  et  al.,  2016; Van Maaren  et  al.,  2000),  suggesƟng  that  the 
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ability  to  shiŌ  thermal  niches  under  climate  warming  is  small  (Araújo  et  al.,  2013). 
InteresƟngly, while there was no diﬀerence in the CTmax of animals reared at 17 °C and 
22 °C under test normoxia, reducƟons in CTmax induced by test hypoxia were greater in 
cold  reared  snails  (Figure  3.8).  Diﬀerences  in  CTmax  associated  with  rearing  oxygen 
condiƟons were smaller than those associated with test oxygen condiƟons. SƟll, CTmax 
was  lower  in  snails  reared under hyperoxic  condiƟons, but only  in warm‐reared  snails 
(Table  3.6).  Thus,  eﬀects of oxygen on  the CTmax of  snails whether  acute during  the 
CTmax trials or chronic during rearing are  linked to rearing temperature.  If a mismatch 
between oxygen  supply and demand  sets CTmax,  then  the  reducƟons  in CTmax under 
hypoxia in cold reared snails arises because of cold‐reared snails having a higher oxygen 
demand than warm‐reared snails, which then becomes problemaƟc under hot, hypoxic 
condiƟons.  This  could  indeed  be  the  case,  as  warm‐acclimaƟon  reduces  thermal 
sensiƟvity (lower Q10; Seebacher et al., 2015), and the slower increase in oxygen demand 
with warming will result  in higher CTmax  (e.g. Verberk et al., 2011). Oxygen condiƟons 
during rearing have  likely not consistently changed the oxygen demand (see also Figure 
3.4), but animals may have modulated  their  capacity  to extract oxygen  in  response  to 
rearing  oxygen, with  hypoxia  reared  animals  likely  having  higher  capacity  for  oxygen 
extracƟon, such as enlarged  tentacle surface areas  (cold  rearing) or  increased capacity 
for areal gas exchange (warm rearing). For warm‐reared snails, a lower capacity for aerial 
breathing  with  increasing  oxygen  condiƟons  during  rearing may  have  contributed  to 
reducƟons in their CTmax. For cold‐reared snails, the capacity for aerial gas likely did not 
change with the oxygen condiƟons during rearing as these snails relied more on aquaƟc 
gas  exchange.  This  line of  reasoning  is  supported by  the observaƟon  that  cold‐reared 
snails modulated the tentacle surface area in response to rearing oxygen condiƟons. 
While  acute  oxygen  condiƟons  had  only  modest  eﬀects  on  CTmax  in  L. stagnalis, 
concordant with  its ability  for aerial gas exchange,  long  term growth performance was 
clearly negaƟvely aﬀected  in snails reared under chronic hypoxia, both when reared at 
17 and 22 °C  (Figure 3.1). Thus, the ability to breathe air  in  itself does not safeguard a 
species  from eﬀects of chronic hypoxia.  Indeed,  the  size of  the  tentacles  in  the  snails, 
which are an important site for gas exchange, increased with decreasing chronic oxygen 
availability.  This  indicates  that  snails  aƩempt  to  compensate  for  chronic  poor  water 
oxygenaƟon by  increasing  respiratory  surfaces  to minimise  Ɵme  spent  surfacing.  Thus 
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the bimodal breathing strategy of L. stagnalis allows  it to parƟally deal with both acute 
and chronic oxygen stresses related to heat stress.  
 
To beƩer understand thermal responses of growth, we quanƟfied the scope for growth 
of  individual  L. stagnalis. The posiƟve  relaƟonship between average growth and  scope 
for  growth  (Figure  3.3)  supports  the  underlying  premise  that  thermal  responses  in 
growth, which  ulƟmately  lead  to  changes  in  body  size,  can  be  beƩer  understood  by 
studying  how  temperature  aﬀects  scope  for  growth  and  its  components.  Test 
temperature  had  much  smaller  influences  on  physiological  rates  than  rearing 
temperature,  indicaƟng  that  thermal history  can override  thermal  condiƟons  (see also 
Giomi  et  al.,  2016). We  found  interacƟve  eﬀects  of  rearing  temperature  and  rearing 
oxygen on scope for growth. Scope for growth appeared to improve with chronic oxygen 
tension  in the cold treatments, yet surprisingly  it decreased with oxygen tension  in the 
warm treatments, i.e. opposite to the expectaƟon that oxygen is more likely to become 
limiƟng  under  warm  condiƟons  (Pörtner,  2006)  and  that  hyperoxia may  relieve  this 
limitaƟon. This  is diﬃcult  to explain. Scope  for growth was calculated using a constant 
assimilaƟon eﬃciency (see Methods), but even if assimilaƟon eﬃciency was higher under 
warm,  hyperoxic  condiƟons,  this would  not  compensate  for  the  greatly  reduced  food 
Source Estimate Std. Error t-value P-value   
(Intercept) 37.2388 0.4063 91.655 < 0.001 *** 
Mass 0.5005 0.5634 0.888 0.377   
Rearing temperature 3.0385 0.6109 4.974 < 0.001 *** 
Rearing oxygen 0.0163 0.0126 1.297 0.198   
Test oxygen 0.1172 0.0212 5.336 < 0.001 *** 
Rearing T:Rearing oxygen -0.0414 0.0176 -2.347 0.021 * 
Rearing T:Test oxygen -0.1151 0.0311 -3.708 < 0.001 *** 
 
Table 3.6. Critical thermal maximum based on loss of movement in Lymnaea stagnalis. 
Summary table of linear model. R2 of the model is 0.38.  
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consumpƟon  in  that  treatment. Oxygen  toxicity may have played a  role,  since  survival 
was similarly low in our warm, hyperoxic rearing treatment, but another issue here is the 
large size diﬀerence between snails reared at 17 °C and 22 °C, as size aﬀects both oxygen 
demand  as well  as  the  capacity  to  extract  oxygen  from  the water  in  non‐linear ways 
(Gillooly  et  al.,  2001;  Verberk  and  Atkinson,  2013).  Since  warm‐reared  snails  greatly 
diﬀered from cold‐reared snails in their body mass, eﬀects could not be unambiguously 
aƩributed to either temperature or body size. As our study aimed to unravel interacƟve 
eﬀects of temperature and oxygen, we chose to correct for diﬀerences in body size using 
mass  scaling  exponents. We  derived mass  scaling  exponents  empirically,  as  a  single 
theoreƟcal  scaling  exponent  is unlikely  to  exist  (e.g. White  et  al.  2012). While  scaling 
exponents may diﬀer with  temperature  (e.g. Killen et al., 2010; Kelly et al. 2014),  the 
relaƟvely  small  range  in  biomass  of  either  cold‐reared  snails  or  warm‐reared  snails 
forced us  to  calculate an average  scaling exponent  for  snails  from all  treatments. This 
procedure  however,  may  have  obscured  any  main  eﬀects  of  rearing  temperature, 
explaining why temperature did not aﬀect any of the components making up scope for 
growth. Food  intake and metabolic rate provided the  largest contribuƟons to scope for 
growth and  their  relaƟve  contribuƟon did not  really  change across  rearing  treatments 
(Figure 3.2b). Ammonium excreƟon was very  low compared to total energy consumed, 
but  values  in our  study  are  similar  to  those  found by  Friedl  (1974). Cold hypoxic  and 
warm hyperoxic snails both consumed relaƟvely  liƩle food. For the cold hypoxic reared 
snails  this may  be  explained  by  a  reduced  appeƟte  in  hypoxia  (Bernier  et  al.,  2012) 
something which also matches with presumably  lower metabolic costs  in colder water. 
However,  the  low  respiraƟon  in  snails  from  the  warm,  hyperoxic  rearing  treatment 
requires a diﬀerent explanaƟon. These snails were reared under 40 kPa, but they were 
tested under 20 kPa in absence of an air compartment and the lower gradient in parƟal 
pressure  of  the  dissolved  oxygen may  have  impeded  gas  exchange.  Thus,  while  the 
observed diﬀerences can be explained on an ad hoc basis, they do not fit nicely into the 
general  framework of  interacƟve eﬀects of  temperature and oxygen. AlternaƟvely,  the 
snails may have been at a diﬀerent  stage of development  (i.e.  the warm  reared  snails 
had progressed much further into their life‐cycle, perhaps approaching senescence) and 
this may have had repercussions for their feeding and respiraƟon acƟvity. 
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Within each treatment, we  found  large variaƟons  in  food  intake and respiraƟon across 
individuals and this variaƟon was found to be linked, also aŌer correcƟng for diﬀerences 
in body size: individuals that consumed more food also consumed more oxygen and vice 
versa  (Figure 3.5). This consistent co‐variaƟon  in  individual  respiraƟon and  food  intake 
strengthens  the  noƟon  that  this  variaƟon  is  caused  by  individual  diﬀerences  in 
physiology  and  acƟvity, which  could  reflect  either  phenotypic  plasƟcity  (Brown  et  al., 
1985) or  geneƟc  variaƟon  (Bayne, 1999).  Focussing on  individual diﬀerences  can help 
improve our understanding of the physiological responses to climaƟc changes (Calosi et 
al.,  2013).  Snails  reared  under  hypoxic  condiƟons  at  17  °C  displayed  a  large  range  of 
growth  rates  and  because  snails  were  sampled  at  diﬀerent  Ɵme  points,  we  could 
disentangle body  size and growth  rate.  Intriguingly, diﬀerences between  fast and  slow 
growing individual snails related most to the supply side of scope for growth (uptake of 
resources  as  indicated  by  food  ingesƟon  and  tentacle  surface  area).  In  contrasts,  the 
costs of growing to a certain size (reflected in metabolic rates and excreƟon rates) were 
correlated  most  strongly  with  body  mass  (Figure  3.7;  Table  3.5).  This  fits  with  an 
important  aspect  of  Von  Bertalanﬀy’s  theory  that  the  accruing  costs  of  growth  (i.e. 
maintenance  costs  to  counterbalance  catabolism)  are  strongly  related  to  body mass. 
Note that growing to the point where all consumed resources are used for maintenance 
is  not  opƟmal,  since  this  would  make  reproducƟon  impossible  (Czarnołeski  and 
Kozłowski, 1998). Fast growing snails were found to have higher rates of food intake and 
larger tentacles, irrespecƟve of their body size (Table 3.5). Thus, the observed increased 
in  surface  area  of  the  tentacles  under  hypoxic  rearing  and  the  associated  increase  in 
capacity  for  aquaƟc  gas  exchange  appears  to be beneficial, possibly by  reducing  Ɵme 
spent surfacing for aerial gas exchange.  
 
In  conclusion,  our  study  illustrates  that  the  thermal  history  and  oxygen  history 
experienced  by  animals  can  have  large,  interacƟng  eﬀects  on  physiological  rates  and 
modest  eﬀects  on  CTmax.  Moreover,  rearing  condiƟons  also  interacted  with  acute 
temperature and oxygen condiƟons. Chronic rearing condiƟons had much  larger eﬀects 
on  scope  for  growth  than  acute  tesƟng  condiƟons.  Similarly,  rearing  oxygen  and 
temperature condiƟons had much larger eﬀects on long term growth performance than 
on surviving acute heat stress. Our work shows that CTmax criƟcally depends on thermal 
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history,  but  only  when  evaluated  under  hypoxic  condiƟons.  This  contrasts  with  the 
situaƟon  for normoxic  test condiƟons where  thermal history has only minor eﬀects on 
CTmax. The large eﬀects of rearing oxygen condiƟons on growth and other physiological 
rates  compared  to modest  eﬀects  of  test  oxygen  condiƟons  on  CTmax  suggests  that 
small eﬀects of hypoxia on the short term (e.g. survival of acute heat) may nevertheless 
have  large  repercussions  on  the  long  term  (e.g.  growth  and  reproducƟon),  even  in  a 
pulmonate snail that can compensate  for hypoxia to some extent by aerial respiraƟon. 
Finally, our study shows large individual variaƟon in growth performance and this can be 
related to inter‐individual variaƟon in food consumpƟon and metabolism. 
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Supplement to chapter 3 
 
 
Figure S3.1. Average growth rate in mg WM/d of Lymnaea stagnalis from the 
hypoxic cold rearing condition. Bars represent four length quartiles and the two aquaria in 
which snails were reared (shading). Error bars show 95% confidence intervals. Quartiles 
are based on shell length at onset of experiment.  
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Figure S3.2. Maximum cr itical temperature (Loss of movement) of Lymnaea 
stagnalis in a ramping trial. CTmax values are averages of five snails, error bars denote 
standard error. Green bars denote testing at normoxia (20 kPa O2), yellow bars denote 
testing at hypoxia (5 kPa O2). Rearing conditions are indicated at the bottom.  
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Source Value Std. Error DF t-value P-value   
(Intercept) -0.0873 0.0070 3691 -12.514 < 0.001 *** 
Age 0.0011 0.0011 3691 1.057 0.290   
Age : Rearing temperature 0.0039 0.0015 3691 2.530 0.011 * 
Age : Rearing oxygen -0.0000 0.0000 3691 -0.072 0.942   
Age : Rearing T : Rearing O2 0.0000 0.0000 3691 0.069 0.945   
Table S3.1. Mixed effects model of Lymnaea stagnalis shell free wet mass over  time. 
Aquarium ID nested in block was included as random effect to estimate a random slope of 
mass over time for each aquarium.  
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Abstract 
 
Size is a game changer in ecology, with larger organisms generally being fitter as they 
can produce more offspring, live longer and can be superior competitors. 
Understanding variations in body size is therefore of fundamental and applied 
interest, with consequences of body size ranging from organismal fecundity to 
community functioning. Thermal responses in body size in particular are of great 
importance given global increases in both mean temperature and temperature 
variability. However, in stark contrast to this importance, thermal responses in body 
size remain poorly understood. Patterns of how body size responds to temperature 
are being mapped in more and more organisms and many potential explanations 
have been forwarded. In this review we provide an overview of the different proximate 
and ultimate explanations proposed to generate thermal responses in body size. We 
also highlight patterns in temperature-size responses and how they may or may not 
vary consistently between different groups of taxa. We emphasize the role of oxygen 
as this holds promise as a unifying principle driving the observed patterns in body size 
across different temperatures, with different pathways converging to a common 
consequence of maintaining sufficient scope for aerobic metabolism. This oxygen 
perspective on thermal responses in body size, recognizes that the problem 
encompasses complex interactions, with thermal responses in body size and the 
underlying physiological processes (e.g. growth, development, mortality) being 
dependent on temperature, developmental stage, body size and their interactive 
effects. Considering these complexities from an oxygen perspective provides a better 
understanding of how temperature affects body size via changes at different levels of 
biological organization (e.g. genome, cell, whole organism). This perspective also 
sheds light on differences in the extent to which size is responsive to temperature 
(e.g. differences between aquatic and terrestrial animals). 
 
View over the Hatertse Vennen near Nijmegen. 
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IntroducƟon:  
why is the temperature‐size rule (TSR) a puzzle? 
 
ize  is  a  game  changer  in  ecology.  Large  organisms  can  produce 
more oﬀspring, live longer and can be superior compeƟtors. Thus, 
it makes  sense  for organisms  to  allocate  resources  to  growth  in 
order to grow to a large size. The drawback is that growing larger 
takes  Ɵme and during  that  Ɵme, organisms  suﬀer mortality  risks 
due  to  predaƟon  and  infecƟon.  To  avoid mortality  before  the  onset  of  reproducƟon, 
organisms have to allocate resources away from growth and towards development and 
reproducƟon in order to maintain populaƟon viability. Consequently, there is an opƟmal 
size and age to reproduce, which depends on the environmental condiƟons that enable 
growth and dictate mortality  risks. Life‐history  theory predicts  that when growth  rates 
increase, animals should reach a larger size at reproducƟon, all else being equal, because 
a  larger  size  can be  reached  in  the  same  Ɵme  (Atkinson  and  Sibly, 1997).  This  is  also 
generally observed when growth rates are experimentally  increased by  increasing  food 
raƟons  or  food  quality.  However,  all  else  is  obviously  not  equal  when  growth  is 
sƟmulated  by  temperature. Over  80%  of  ectotherms  grow  faster when  reared  under 
warm  condiƟons, but mature  at  a  smaller  size,  a paƩern which has been  termed  the 
temperature‐size  rule  (TSR)  (Atkinson,  1994;  Figure  4.1A).  There  is  great  interest  in 
solving this life‐history puzzle, not in the least because these intraspecific paƩerns of fast 
growth  and  early  maturity  with  high  rearing  temperature  is  also  evident  when 
considering the range of life‐histories across species. Many species diﬀer in age and size 
at maturity, but across species, there  is a clear paƩern that overall, early maturaƟon  is 
combined with a small size and vice versa, generaƟng disƟnct life‐history strategies (e.g. 
Pianka, 1970; Southwood, 1977; Stearns, 1976). Here we review the explanaƟons oﬀered 
for the TSR. Therefore we first explain the condiƟons under which a TSR is applicable, to 
S 
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set the stage. Next we highlight the diﬀerent explanaƟons that have been put  forward 
and aƩempt  to  structure  these by biological  level of organizaƟon and by whether  the 
explanaƟon  is mechanisƟc  in nature, drawing on proximate explanaƟons related to the 
underlying physiological processes or on ulƟmate explanaƟons  related  to evoluƟonary 
benefits associated with  size. Finally, we  review diﬀerences  in  the  strength of  the TSR 
across  groups  of  organisms  and  ascertain  whether  certain  traits  covary  with  these 
diﬀerent groups of organisms, oﬀering clues to the validity of the diﬀerent explanaƟons. 
 
Seƫng the stage 
 
The paƩern of a TSR  in  its simplest form  is that animals are smaller when reared under 
warmer condiƟons. However, several qualifiers need to be added. Firstly, to compare like 
with  like,  size needs  to be  compared at  the  same developmental or  life‐history  stage. 
Most  of  the  literature  focusses  on  adult  size,  but  for  organisms  with  indeterminate 
growth, maximum or asymptoƟc size is diﬀerent from size at maturity. Egg size has also 
received aƩenƟon as a size measure to compare between diﬀerent rearing temperatures 
(Atkinson et al., 2001). Importantly, thermal responses in size may diﬀer between these 
diﬀerent  size  measures,  which  suggests  that  diﬀerent  proximate  mechanisms  may 
underlie  these diﬀerent  responses  (Hoefnagel  et  al.  in prep, Chapter 5).  For  example, 
thermal responses  in egg size have been found to be somewhat weaker than those for 
size  at maturity  and  the  TSR may  diﬀer  throughout  ontogeny,  being  absent  or  even 
converse  in early  life‐stages and becoming established  in later  life stages (Forster et al., 
2011b; Forster and Hirst, 2012). 
 
In addiƟon  to comparing  size at  stage,  there  is a clear  temporal dimension  to  thermal 
diﬀerences  in  body  size.  TSR  paƩerns may  arise  during  ontogeny where  part  of  the 
oﬀspring  experiences  a  diﬀerent  temperature,  but  also  across  sequenƟal  generaƟons 
reared at diﬀerent temperatures  (e.g. summer and winter generaƟon). On even  longer 
Ɵmescales, relaƟonships between body size and temperature may be manifested when 
comparing sizes across populaƟons  that have been  living at diﬀerent  temperatures  for 
many generaƟons. This last, intraspecific paƩern is commonly also referred to as James’ 
rule,  to  set  it  apart  from  Bergmann’s  interspecific  rule, where  thermal  diﬀerences  in 
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body  size  are  apparent when  comparing  diﬀerent  species.  In  the  case  of  Bergmann’s 
rule,  eﬀects  cannot  always be directly  aƩributed  to  temperature,  since  climaƟc  clines 
generally exhibit collinearity of various factors and temperature (e.g. duraƟon of growth 
season,  day  length,  food  availability,  and  thermal  fluctuaƟons).  SƟll,  a  recent  study 
showed that TSR responses and Bergmann clines were concordant (Horne et al., 2015), 
suggesƟng  that  organisms mainly  adjust  body  size  in  direct  response  to  temperature 
(although the ulƟmate reason could sƟll be that temperature is a good proxy for some of 
these  other  factors).  Thus,  there  is  a whole  suite  of  related  rules with  the  TSR  being 
restricted  to  phenotypic  plasƟcity  eﬀects  that  arise  during  ontogeny,  whereas 
Bergmann’s rule  is applicable  to  longer Ɵme scales  that also encompass ecological and 
evoluƟonary responses in body size to temperature.  
 
Finally,  the  TSR  is  only  a  puzzle  when  evaluated  under  non‐stressful  temperatures 
(Atkinson  2004).  For  example,  when  high  temperatures  impair  growth,  rather  than 
sƟmulate  it,  life‐history  theory predicts  animals  to mature  at  a  smaller  size. A  similar 
argument holds  for cold, stressful  temperatures  (Forster et al., 2011b). While  this may 
seem obvious, many studies only highlight the eﬀects of temperature on body size, and 
only  implicitly  assume  that  warming  sƟmulates  physiological  rates.  This  becomes 
important  when  considering  the  ontogeneƟc  Ɵmescale,  since  growth  rate  varies 
throughout ontogeneƟc Ɵme, with growth usually  increasing  iniƟally up to a maximum, 
aŌer which it decreases to zero, at which point the animal reaches maximum size. Since 
animals  grow  to  a  smaller  size  in  warmer  condiƟons  if  they  follow  the  TSR,  any 
sƟmulaƟng  eﬀect  of  temperature  on  growth  is  size  dependent  (Figure  4.1B).  The 
sƟmulaƟng eﬀects of warming observed in early life‐stages may be reversed in later life 
stages.  Thus,  understanding  the  eﬀects  of  temperature  on  size  needs  to  incorporate 
interacƟons between Ɵme, temperature and size. 
 
ExplanaƟons 
 
There  are  broadly  two  classes  of  explanaƟons,  focusing  either  on  the  proximate 
mechanisms that are thought to underpin the TSR or on the ulƟmate causes that focus 
on advantages and disadvantages associated with body size (Table 4.1). The explanaƟons 
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focusing on  the proximate mechanisms  tend  to be physiological  in nature,  focusing on 
direct  eﬀects  of  temperature which  lead  to  phenotypic  variaƟon  in  body  size.  Those 
focusing on ulƟmate causes also incorporate evoluƟonary opƟmizaƟon. Throughout this 
review our focus will be on direct eﬀects of temperature generaƟng plasƟc responses in 
body  size, but  given  the  concordance between  the TSR  and Bergmann’s  rule, we  also 
discuss explanaƟons with an ecological/evoluƟonary basis that focus on  indirect eﬀects 
of temperature. 
 
Proximate explanaƟons: how do physiological mechanisms give rise to the TSR? 
Since  size arises  from  the  interplay between  the  rate of growth and  the  length of  the 
period spent growing, the emphasis has been on thermal sensiƟvity of physiological rates 
related to growth and development. But it must be stressed that the problem is basically 
a 3‐way  interacƟon. Given that animals grow up to their final size, growth rate  is  itself 
also dependent on body size. Moreover, this dependency between growth rate and body 
size  itself  changes  with  temperature  since  under  warm  condiƟons  animals  generally 
grow faster, but to a smaller size. Thus, growth rates may iniƟally rise with temperature 
but must fall with temperature towards larger sizes (Figure 4.1B).  
 
Growth and development rates have diﬀerent thermal sensiƟviƟes 
One of the ways in which the TSR is thought to come about is that the sƟmulaƟng eﬀects 
of  temperature  on  development  are  stronger  than  those  on  growth.  Thus,  growth  is 
accelerated, but development even more so, resulƟng in faster growth to a smaller size 
at  maturity.  Consequently,  the  raƟo  between  growth  rate  and  development  rate 
decreases  with  increasing  temperature.  Note  that  this  also  is  the  case  when  the 
threshold temperature for development is higher than that for growth (see Walters and 
Hassall,  2006).  Such  diﬀerences  in  thermal  sensiƟvity  of  growth  and  development 
require addiƟonal explanaƟons for why the raƟo between growth rate and development 
rate decreases with warming. Van der Have and De Jong (1996) oﬀered an explanaƟon 
based on diﬀerences in thermal sensiƟvity of DNA replicaƟon (related to diﬀerenƟaƟon) 
and protein synthesis  (related  to growth),  thus  linking  these physiological processes at 
the whole‐organism  level all the way down to the kineƟcs of  individual enzymes. While 
this elegant explanaƟon based on physical constraints may be part of  the explanaƟon, 
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due to its generality it cannot by itself explain the extant variaƟon in the strength of the 
TSR seen across diﬀerent groups of taxa (see below). Thus, other, addiƟonal explanaƟons 
must be included. 
 
EnergeƟc constraints on growth rate: food and oxygen limitaƟon  
Other researchers have taken an energeƟc perspecƟve to explain the TSR. Much of this 
work can be  traced back  to the works of Von Bertalanﬀy who noted  that growth must 
equal  the  diﬀerence  between  anabolism  and  catabolism  (e.g.  Von  Bertalanﬀy,  1960). 
Uptake  of  resources  fueling  anabolism  takes  place  across  body  surfaces,  whereas 
catabolism  increases  with  body  mass.  As  a  result,  catabolism  increases  relaƟve  to 
anabolism with increasing body mass, seƫng limits to the body size that an organism can 
aƩain.  A  decrease  in  body  size  with  warming  could  then  arise  when  temperature 
sƟmulates catabolism more than anabolism. In this way warming could increase absolute 
growth  rates,  but  since  anabolism  increases  relaƟve  to  catabolism,  AngilleƩa  and 
 
Figure 4.1. Responses in body size (A) and growth rate (B) as a function of (ontogenetic) 
time. Responses are indicated for warm (red lines) and cold (blue lines) conditions. 
Arrows in B indicate that effects of warming are contingent on the ontogenetic time (and 
hence on body size), stimulating growth in small life-stages, but reducing growth later in 
larger life-stages.  
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Dunham (2003) argued that warming must also reduce net growth eﬃciency (expressed 
as the percentage of biomass produced relaƟve to total energy absorbed), as relaƟvely 
more energy is spent on catabolism with warming. However, when tesƟng this predicƟon 
by  analyzing published data on  growth  eﬃciency,  they did not find  a decrease  in net 
growth  eﬃciency  with  warming.  A  potenƟal  resoluƟon  to  this  problem  is  that  the 
thermal dependency of net growth eﬃciency is in itself size dependent. This means that 
the growth rates and growth eﬃciency decline with  increasing size, as more and more 
energy is spent on bodily maintenance (see Pauly, 2010), and that this eﬀect is stronger 
under high temperatures (e.g. Panov and McQueen, 1998). 
 
As energy budgets are shaped not only by the need  for  food, but also by the need  for 
oxygen to metabolize the food, energeƟc constraints of warm condiƟons may also take 
the form of oxygen limitaƟon (Pedersen, 1987; Pörtner, 2001; Pauly, 2010; Verberk et al., 
2011). A key diﬀerence between  food and oxygen  is  that  food can be stored, whereas 
oxygen needs to be taken up and supplied conƟnuously as opƟons to store oxygen are 
limited. Explaining the TSR from an oxygen perspecƟve requires that suﬃcient uptake of 
oxygen becomes more  challenging when  animals  are  larger,  and  even more  so under 
warm condiƟons. Such oxygen limitaƟon under warm condiƟons may arise at the whole‐
organism level, at the cellular level or at the level of mitochondria (Atkinson et al., 2006). 
As warmer temperatures tend to enhance energeƟc fluxes, which in turn lead to greater 
requirements for oxygen (Gillooly et al., 2001, Clarke and Fraser, 2004), it is not diﬃcult 
to  imagine oxygen becoming more  limiƟng under warm condiƟons. A greater  likelihood 
for oxygen to become limiƟng in larger animals could be a lower surface‐to‐volume raƟo, 
longer distances across which oxygen has  to diﬀuse or be  transported, or both.  It has 
been  argued  that  oxygen  limitaƟon  is more  likely  for  aquaƟc  organisms  due  to  the 
greater  challenges  of  breathing  under  water  (Dejour,  1981; Makarieva  et  al.,  2005; 
Verberk  et  al.,  2011), whereas  the  potenƟal  advantages  of  a  larger  size  to  overcome 
viscosity  eﬀects  that  impede  oxygen  diﬀusion  via  boundary  layers  is  progressively 
reduced  as  water  becomes  warmer  (Verberk  and  Atkinson,  2013).  Yet,  paƩerns  of 
progressive  oxygen  limitaƟon with  increasing  body  size  are  less  straighƞorward  since 
animals can compensate in diﬀerent ways (e.g. increasing supply capacity for venƟlaƟon 
and  circulaƟon)  (Kaiser  et  al.,  2007).  Perhaps  because  of  such  compensaƟons,  an 
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enhanced  suscepƟbility  of  large  animals  to  oxygen  limitaƟon may  be masked  under 
normal condiƟons (e.g. resƟng animals under normoxic condiƟons; Harrison et al., 2014), 
but  oxygen  limitaƟon  may  become  apparent  when  animals  are  acƟve  or  otherwise 
challenged (Harrison and Lighton, 1998), and large organisms may perform worse when 
environments become both hot and hypoxic (Shea et al., 2016). 
Moreover,  rearing  animals  under  hypoxia  generally  reduces  body  size,  indicaƟng  that 
oxygen  limitaƟon  and  body  size  are  somehow  linked  (Harrison,  2015).  Also,  a  recent 
study  did  show  size‐dependency  of  oxygen  limitaƟon  in  relaƟon  to  temperature, 
whereby a TSR was only manifested under condiƟons of  limited oxygen (Hoefnagel and 
Verberk, 2015). 
 
PromoƟng development rate: food and oxygen limitaƟon  
Via energeƟc constraints on growth  rate, oxygen and  food may aﬀect organismal  size. 
Yet, oxygen may also act on development rates and alter  the Ɵming of developmental 
landmarks (Rudin‐BiƩerli et al., 2016). While hypoxia frequently slows down growth and 
delays  development,  probably  owing  to  a  decreased  total  energy  budget,  eﬀects  on 
growth  are  oŌen  stronger  since  animals  tend  to  grow  to  a  smaller  adult  size  under 
hypoxia. Mild hypoxia can even  speed up development  (Spicer, 1999).  In other words, 
the  raƟo  between  growth  rate  and  development  rate may  decrease  under  hypoxia, 
similar to the eﬀects of warming, resulƟng in animals rushing through their development 
and  reaching  a  smaller  size.  Callier  and  Nijhout  (2011)  showed  that  in  growing 
caterpillars of Manduca sexta  the decision  to molt or pupate  is oxygen‐dependent. As 
animals  increase  their  body mass,  their  demand  for  oxygen  also  increases,  but  they 
cannot  correspondingly  increase  the  capacity  for oxygen  supply, because  the  tracheal 
system  can  only  be  enlarged  upon molƟng.  This  reduced  capacity  to  supply  oxygen 
triggered the endocrine cascade that advanced development to the next instar or to the 
pupal  stage.  InteresƟngly,  under  low  food  condiƟons,  the  decision  to  molt  was 
independent  of  oxygen,  suggesƟng  that  diﬀerent  hormonal  pathways  may  control 
responses  in body size to either availability of oxygen or of food. Low oxygen may thus 
influence  and  in  some  cases  speed  up  development  rates  (especially  relaƟve  to  the 
eﬀects on growth rate). This may not always be evident in chronological Ɵme, as hypoxia 
may reduce absolute energy budgets, but the decreased raƟo between growth rates and 
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Explanations Further reading 
Proximate explanations   
Animals grow faster but develop even faster in warm 
conditions.   
 
Different T sensitivity DNA replication vs protein synthesis: 
DNA replication (limited by enzyme kinetics) is more 
sensitive than protein synthesis (limited by diffusion). 
Van der Have and De 
Jong, 1996 
 
Different threshold temperature for development and growth: 
growth rate has a higher temperature threshold than 
development rate. 
Walters and Hassall, 
2006 
Animals become resource limited at a smaller size in warm 
conditions.   
 Different T sensitivity of catabolism and anabolism: growth efficiency is lower in warmer conditions. 
Perrin, 1995; 
Angilletta and 
Dunham, 2003 
 
Different T sensitivity of how catabolism and anabolism 
change with size: decline in growth efficiency with size is 
amplified in warmer conditions. 
Strong and Daborn, 
1980; Panov and 
McQueen, 1998 
 Capacity to extract oxygen becomes insufficient for larger sized animals, even more so under warm conditions. 
Von Bertalanffy, 
1960; Atkinson et al., 
2006; Pauly, 2010 
  Food or oxygen limitation can shift allocation towards growth and development rates. 
Callier and Nijhout, 
2011 
Animals consist of smaller cells in warm conditions.   
 A large genome with multiple copies ensures sufficient enzyme activity in cold conditions. 
Xia, 1995; Hessen et 
al., 2013 
 Smaller cells have more membrane surface area supporting a greater capacity for oxygen transport in warm conditions. 
Subczynski et al., 
1989; Atkinson et al., 
2006 
 Temperature induced O2 conditions may set cellular set points for cell size. 
Forster et al., 2011a; 
Walczyńska et al., 
2015a 
Table 4.1. Overview of the different mechanisms. 
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development rates may underlie the TSR. 
 
Changing cell size and cell number: food and oxygen limitaƟon 
Changes  in body size can arise by changes  in cell number, cell size, or a combinaƟon of 
these. As a result, there has been considerable focus to explain thermal plasƟcity in body 
size  from a  cell  size perspecƟve  (Hessen et al., 2013). Clearly,  for eutelic animals  (e.g. 
roƟfers and nematodes), where  the number of  cells upon  reaching adulthood  is fixed, 
changes in body size must result from changes in cell size. However, also for non‐eutelic 
animals  there  is  evidence  that  changes  in  cell  size may  contribute  to  the  TSR  (Van 
Voorhies, 1996; Arendt, 2007).  InteresƟngly, while  food availability strongly aﬀects cell 
number,  temperature  appears  to  mainly  act  via  changing  cell  size  (Arendt,  2007; 
Ultimate explanations   
It becomes more advantageous to produce an additional 
generation rather than growing to a larger size in warm 
conditions. 
  
 Warming intensifies time constraints, selecting for faster maturity (at a smaller size). 
Fisher and Fiedler, 2002; 
Kingsolver and Huey, 
2008 
It becomes more advantageous to produce more, small 
offspring in warm conditions.   
 Juvenile mortality has less influence in warmer environments, relaxing selection on large size. 
Yampolsky and Scheiner, 
1996 
 Increases in fecundity with body size depend on temperature. Arendt, 2015 
It becomes more advantageous to reproduce sooner (and at 
a smaller size) in warm conditions.   
 Adult mortality is greater in warmer environments favoring early maturation. 
Kozłowski et al., 2004; 
Angilletta et al., 2004 
 Selection for starvation resistance typical for larger animals is relaxed in warm conditions. 
Cushman et al., 1993; 
Arnett and Gotelli, 2003 
Explanations Further reading 
Table 4.1. (Continued). 
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Czarnołeski  et  al.,  2013).  Thus, beƩer understanding  the  causes  and  consequences of 
diﬀerences in cell size may help unravel the puzzling eﬀects of temperature on body size 
(Hessen et al., 2013). Cell size appears to be  linked to the size of the nucleus, which  in 
turn  is  linked  to genome  size,  although  the  causality  and  its direcƟon  are unresolved. 
Studies have found that thermal responses  in body size were accompanied by dynamic 
adjustments  in both  cell  size  and nucleus  size  (by  adjusƟng  chromaƟn packaging)  and 
thus  there  is scope  for cell size  to also generate a TSR during ontogeny  (Leinaas et al., 
2016).  Similarly,  animals  living  in  cold  environments  tend  to  have  larger  genomes 
(Dufresne  and  Jeﬀery,  2011),  suggesƟng  that  there  is  perhaps  also  a  cellular  basis  to 
Bergmann’s rule. AddiƟonally, the strength and direcƟon of the TS response could also 
be  related  to cell size. Temperature may directly aﬀect cell size  in metazoans, possibly 
via  the  mechanism  of  diﬀerenƟal  thermal  sensiƟvity  of  cell  growth  and  cell 
diﬀerenƟaƟon  outlined  by Van  der Have  and De  Jong  (1996). Other  causes  for  a  link 
between  temperature  and  cell  size  involve  an eﬀect  via genome  size,  since  it may be 
advantageous  to  have  large  genomes  in  cold  environments  as  a  way  of  boosƟng 
expression  of  key  enzymes  to maintain  adequate  protein  synthesis  rates,  which  are 
naturally slowed down in the cold (Hessen et al., 2013). However, diﬀerences in cell size 
could also be mechanisƟcally linked to oxygen supply, making an oxygen perspecƟve also 
useful at the cellular  level (Woods, 1999; Makarieva et al., 2005; Atkinson et al., 2006). 
As  small  cells  have more  surface  area  relaƟve  to  volume,  they would  have  a  greater 
capacity  for uptake of  resources,  including oxygen. Since diﬀusion  rates of oxygen are 
greater  in  lipids,  membranes  may  act  as  preferenƟal  diﬀusion  pathways  for  oxygen 
(Subczynski et al., 1989). Thus, having smaller cells, and consequently more membrane 
surface area, may help  in safeguarding oxygen provisioning to cells  in warm condiƟons. 
Such  reducƟons  in  cell  size  might  be  achieved  via  oxygen  sensing  (e.g.  Guzy  and 
Schumacker, 2006). In the nematode C. elegans, a mutaƟon in a single gene, appeared to 
control whether animals conformed to the TSR or not (Kammenga et al., 2007). The gene 
involved  was  a  calpain‐like  protease  (TRA‐3),  which  has  a  high  homology  with 
mammalian calpains known  to  regulate cell  size and which can be  induced by hypoxia 
(Cui et al., 2015). Walczyńska et al. (2015b) showed that in eutelic roƟfers, cell size and 
thus body size responded to temperature. In their experiments they transferred animals 
to 20 °C that originated either from warmer or from colder condiƟons. Induced changes 
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in body size followed the TSR, but absolute diﬀerences in body size at 20 °C were found 
depending  on whether mothers  previously  experienced warmer  or  colder  condiƟons. 
Thus,  the  direcƟon  of  thermal  change  maƩered.  This  suggests  that  there  is  not  an 
absolute  limit to cell size, but rather that cell size  limits are set relaƟve to a certain set 
point.  Possibly,  this  cellular  set‐point  may  be  set  by  (temperature  induced)  oxygen 
condiƟons  experienced  by  the  mothers,  similar  to  the  oxygen‐dependent  size 
mechanism  for  the  whole  organism.  At  a  common  temperature  of  20  °C,  animals 
originaƟng  from  warmer  condiƟons  were  larger  than  those  originaƟng  from  colder 
condiƟons,  possibly  because  for  them,  oxygen  supply  increased  relaƟve  to  demand 
relaxing  the  set  point  for  size  limitaƟon. Diﬀerences  in  such  set  points  for  organisms 
originaƟng  from  warmer  or  cooler  condiƟons  may  be  caused  by  homeoviscous 
adaptaƟon,  resulƟng  in diﬀerences  in membrane biochemistry, governing  the diﬀusive 
oxygen flux at the cellular level. InteresƟngly, the condiƟons experienced by the mother 
during egg development proved to be most decisive  in governing the final body size of 
the  roƟfers,  suggesƟng  that  this  set  point  is  set  at  the  egg  stage,  possibly  also 
incorporaƟng other cues such as day length (see below). 
 
Eﬀects of  temperature are pervasive, aﬀecƟng biological  levels of organizaƟon  ranging 
from  whole‐organism  growth  performance  down  to  acƟviƟes  of  individual  proteins, 
making it unlikely that a single proximate mechanism underlies the TSR. SƟll at each level 
of organizaƟon, there is evidence for a role of oxygen, with hypoxia having largely similar 
eﬀects as warming. This suggests either that similar pathways are involved in responses 
to warming and to hypoxia or that thermal responses are manifested via modulaƟons of 
pathways at the cellular and whole‐organism level that are induced by oxygen limitaƟon 
and drive resource allocaƟon. 
 
UlƟmate explanaƟons: advantages of changing size in response to temperature 
UlƟmate explanaƟons focus on the fitness consequences of aƩaining a smaller body size 
in warmer environments. As noted  in the  introducƟon, a  larger body size usually brings 
disƟnct advantages and hence  there must either be  substanƟal benefits compensaƟng 
for  the  reducƟon  in  body mass  or  substanƟal  costs  associated with  growth  in warm 
condiƟons. Gains  in reproducƟve output due to the compleƟon of mulƟple generaƟons 
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have  typically  been  emphasized  as  key  benefits  while  greater  mortality  has  been  
emphasized as an  important  cost.  SƟll,  in order  for a TSR  to manifest,  such  costs and 
benefits must be size and temperature dependent. This is the field of trade‐oﬀs. Rather 
than emphasizing physiological limitaƟons, these explanaƟons suggest that resources are 
allocated  in  a  temperature  and  size  dependent  way  to  enhance  fitness,  resulƟng  in 
disƟnct  trait  syndromes across a  thermal gradient with  fast growth,  reduced  longevity 
and  fast maturity  at  a  small  size  in warm  condiƟons  and  the opposite  set under  cold 
condiƟons.  These  diﬀerent  trait  syndromes  mirror  major  paƩerns  in  life‐histories  of 
animals, which are likewise built on trade‐oﬀs. Therefore, we will discuss the literature in 
connecƟon to key life‐history trade‐oﬀs. 
 
Maturing early at a small size, or maturing late at a large size 
The first  trade‐oﬀ  is  that between  growth  rate  and development  Ɵme  (Abrams et al., 
1996).  AllocaƟng  a  constant  amount  of  limited 
resources  preferenƟally  to  development 
shortens  development  Ɵme  and  gives  rise  to 
early  maturaƟon  at  a  small  size,  whereas 
allocaƟng  resources  preferenƟally  to  growth 
lengthens  development  Ɵme  leading  to  late 
maturaƟon at a large size. The benefit of an early 
maturaƟon  and  possibly  compleƟon  of  more 
generaƟons  has  been  used  in  the  compound 
interest  hypothesis  to  explain  the  TSR:  If 
compleƟon  of  an  extra  generaƟon  within  the 
growing season becomes  feasible under warmer 
condiƟons (e.g. due to enhanced growth and food consumpƟon), the benefit on an extra 
generaƟon may  outweigh  the  reduced  fecundity  associated with  being  smaller  (Cole, 
1954;  Fisher  and  Fiedler,  2002;  Kingsolver  and  Huey,  2008).  The  compound  interest 
hypothesis predicts that mulƟvolƟne species should show a stronger TSR than univolƟne 
species  on  the  basis  that  the  laƩer  do  not  gain  fitness  by  speeding  up  development. 
Indeed,  Fisher  and  Fiedler  (2002)  demonstrated  a  stronger  TSR  in  mulƟvolƟne 
populaƟons  than  in univolƟne populaƟons of  the buƩerfly  Lycaena hippothoe  and  for 
Lycaena	phlaeas	‐	the	small	copper	‐	
is	 another	 member	 of	 the	 copper	
family	 that	 shows	varying	voltinism	
with	latitude.	
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the obligatory univolƟne damselfly  Lestes sponsa,  Sniegula  et  al.  (2016)  even  found  a 
converse  Bergmann  cline  (i.e.  body  size  increased  in  warm‐laƟtude  populaƟons).  A 
complicaƟon in such comparisons with volƟnism is the assumpƟon that Ɵme constraints 
are consistently diﬀerent between univolƟne and mulƟvolƟne species, but this need not 
be  the  case. Obviously, warm  condiƟons may  enable  faster  growth  and  development 
rates, which may  relax  Ɵme  constraints  in univolƟne  species,  for which  compleƟng an 
addiƟonal generaƟon  is not an opƟon  (for example when univolƟnism  is enforced by a 
diapauzing  stage).  Consequently,  resources may  be  preferenƟally  allocated  to  growth 
rather than speeding up development, in turn weakening the TSR or even giving rise to a 
converse TSR.  In mulƟvolƟne species,  the opƟon of adding an addiƟonal generaƟon  in 
warm condiƟons may  intensify Ɵme constraints. Yet some univolƟne species  face Ɵme 
constraints during  their growth phase  just as much as mulƟvolƟne ones, because of a 
short window during which food is available. A well‐known example here is Anthocharis 
cardamines, which rapidly develops as a caterpillar to use the short period of food plant 
availability  followed  by  an  obligate  and  long  diapause.  So,  instead  of  comparing 
univolƟne and mulƟvolƟne species, perhaps a comparison between those species where 
Ɵme  constraints  are  intensified  (mostly  mulƟvolƟnes)  or  those  where  they  are  not 
(mostly univolƟnes) is more useful. 
 
ShiŌs  in volƟnism with temperature have also resulted  in non‐linear thermal responses 
in body  size  such as a  saw  tooth paƩern,  further  stressing  the  importance  to consider 
whether  Ɵme  constraints  are  intensified  or  relaxed,  something which will  depend  on 
how  fast  development  is  relaƟve  to  the  available  Ɵme,  both  of  which  vary  with 
temperature and along  laƟtudinal clines. This complexity between volƟnism, body  size 
and  temperature can make  it diﬃcult  to disentangle  the diﬀerent  influences  (Cabanita 
and  Atkinson,  2006). What  is  clear  though  is  that  cold,  high  laƟtude  environments 
present  stronger  Ɵme  limitaƟons which may  be  overcome  by  extending development 
over mulƟple  years  (decreasing  volƟnism).  The  availability  of  Ɵme may  be  sensed  via 
temperature, the direcƟon of thermal change  (warming or cooling) and day  length and 
these cues are considered most  influenƟal  in the Ɵming of  life‐history events, which  in 
turn results from processes such as growth and development. As such  it  is perhaps not 
too  surprising  that  TSR  paƩerns  within  a  given  species  are  someƟmes  found  to  be 
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conƟngent upon  the day  length  (Kutcherov et al., 2011; Marơnez‐Jerónimo, 2012) and 
the direcƟon of thermal change (Xi et al., 2016). Thermal reacƟon norms for growth and 
development may depend on day length, and short days may increase the raƟo between 
growth rate and development rate already under cold condiƟons (resulƟng in a stronger 
TSR)  as was  found  in  the  red  poplar  leaf  beetle  Chrysomela populi  (Kutcherov  et  al., 
2011). However, day  length may alter  these  thermal  reacƟon norms and  the  resulƟng 
size and age  in a variety of ways  in diﬀerent species (see LopaƟna et al., 2011) and this 
variaƟon may well  relate  to  the volƟnism of  the species,  the physiological state of  the 
individual and the temperature and light regime of its habitat (Honĕk, 1996; GoƩhard et 
al., 2000), all of which contribute to the anƟcipated availability of Ɵme.  
 
Many small eggs or a few large eggs  
The second trade‐oﬀ is that between egg size and egg number, with animals laying either 
many small eggs or a few large eggs (e.g. Berrigan, 1991). A TSR is usually observed also 
in the size of eggs or oﬀspring  (Atkinson et al., 2001) and part of the explanaƟon for a 
TSR at other  life stages (size at maturity, asymptoƟc size) may  lie  in explaining neonate 
size, since organism size results from the size at birth plus the biomass grown. Yampolsky 
and Scheiner (1996) argued that opƟmal oﬀspring size is smaller at higher temperatures 
when their development Ɵme is shorter. They argued that there is less Ɵme for mortality 
to act in warmer environments, simply because it takes less Ɵme to develop and produce 
oﬀspring. Such decreased mortality rates should relax selecƟon for large oﬀspring (which 
generally  promotes  survival)  and  should  hence  favor  increased  fecundity  and  small 
oﬀspring  size. Moreover,  early  reproducƟon  has  a  high  value  due  to  the  compound 
interest hypothesis  (Fisher and Fiedler, 2002). Thus reducing oﬀspring number  in order 
to  increase oﬀspring survival  is both more costly (high cost of  lower fecundity) and  less 
rewarding (low gain in survivorship) at higher temperatures. InteresƟngly, day length has 
been  shown  to  also  change  the  allocaƟon  of  resources  to  either many  small  eggs  or 
fewer large eggs in the carabid beetle NoƟophillus biguƩatus (ErnsƟng and Isaaks, 1997), 
similar  to  changed  reacƟon  norms  in  growth  and  development  described  above. 
Moreover,  they  found  that  the  high  rates  of  egg  producƟon  observed  under  warm 
condiƟons also led to a reducƟon in egg size, suggesƟng that thermal eﬀects on oﬀspring 
size may  arise  in  part  due  to  diﬀerent  energy  budgets  and  associated  diﬀerences  in 
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opƟmal soluƟons. Arendt (2015) provides an addiƟonal example of thermally dependent 
costs  and  benefits  in which  the  TSR may  be  adapƟvely  explained, whereby  a  gain  in 
fecundity with body size was manifested only under cold condiƟons in a freshwater snail. 
Thermal plasƟcity  in oﬀspring  size has been  shown  to be weaker  than  that of  size  at 
maturity (and presumably also asymptoƟc size). As a result, the raƟo between adult size 
and oﬀspring size tends to decrease with rearing temperature (relaƟvely  large oﬀspring 
in warm  condiƟons)  (Forster  et  al.,  2011a). Given  the  disparity  between  the  thermal 
responses in adult and in juvenile it is unlikely that there is a truly general explanaƟon. 
 
Live fast and die young or live long at a slow pace 
The  third  trade‐oﬀ  is  that  between  longevity  and  reproducƟve  investment  (Schaﬀer, 
1974). This trade‐oﬀ  is related  to  the first one, but rather  than explaining  the onset of 
reproducƟve  eﬀort  from  the  preceding  Ɵme  (i.e.  development  Ɵme),  it  explains  how 
reproducƟve investment is governed by the Ɵme the organism has leŌ aŌer maturity to 
actually  perform  the  reproducƟon.  When  adult  mortality  increases,  it  pays  oﬀ  to 
reproduce  sooner  (and  at  a  smaller  size,  see  the  first  trade‐oﬀ), with  the  extreme  of 
expending all energy  reserves  into a  single, final  reproducƟon event  (i.e.  semelparity). 
Similarly,  investments  in  bodily  maintenance  may  increase  longevity,  but  are  then 
unavailable  to  boost  reproducƟve  output.  If  warming  promotes  (reproducƟve) 
senescence or  reduces  lifespan,  this could result  in an opƟmal  life‐history where more 
resources are allocated towards reproducƟon earlier in the life‐cycle before senescence 
or mortality take their toll, thus providing an adapƟve explanaƟon for the TSR (Atkinson, 
1994; Kindlman, 2001; Kozłowski et al., 2004). Thermal eﬀects on survivorship can either 
be direct (e.g. mediated by physiological processes such as an  increased metabolic ROS 
producƟon which contributes to ageing) or indirect (mediated by ecological factors such 
as  an  increased  compeƟƟon,  predaƟon  or  food  scarcity).  However,  while  warming 
generally increased mortality in laboratory studies, in order for the opƟmal life‐history to 
conform to the TSR, larger thermal eﬀects on survivorship are needed (Myers and Runge, 
1983; AngilleƩa et al., 2004). The TSR may sƟll be adapƟvely explained  from  increased 
mortality under warming, but  requires  that  indirect, ecological sources of  temperature 
induced  mortality  are  greater  or  that  temperature  induced  mortality  is 
disproporƟonately stronger towards larger sizes (AngilleƩa et al., 2004). Related to size‐
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dependent mortality  is  the  starvaƟon hypothesis  forwarded  to explain  the benefits of 
growing  to  a  larger  size  under  cold  condiƟons.  This  hypothesis  assumes  that  larger 
animals have greater energy stores relaƟve to the rates at which they use them. Under 
cold  condiƟons,  food may be more  limiƟng and  longer periods of  starvaƟon ensue,  in 
which case  it  is adapƟve  to be  larger  (Cushman et al., 1993). There  is  indeed evidence 
that  larger  animals have  greater  tolerance  for  lack of  food  (ArneƩ  and Gotelli, 2003). 
Similarly, individuals with rapid development are less likely to face nutriƟonal constraints 
(Chown  and  Gaston,  1999;  Blanckenhorn  and  Demont,  2004),  relaxing  selecƟon  for 
greater  starvaƟon  resistance  associated with  larger  body  sizes.  Consequently,  it may 
contribute  to  the  adapƟveness  of  thermal  responses  in  body  size.  However,  studies 
demonstraƟng  that  animals  evolve  smaller  body  sizes  when  reared  under  warm 
condiƟons and fed ad libitum (e.g. Partridge et al., 1994) indicate that starvaƟon is not a 
necessary condiƟon for the observed thermal responses in body size. 
The physiological processes underpinning the life‐history trade‐oﬀs menƟoned above are 
understudied.  Maximizing  physiological  processes  such  as  growth  and  reproducƟon 
carries considerable energeƟc costs, and is known to impair immune funcƟon (De Block 
and  Stoks,  2008),  or  to  reduce  lifespan  (Lind  et  al.,  2017),  in  turn  favoring  early 
maturaƟon  (at  a  smaller  size).  MeeƟng  these  energeƟc  demands  can  exacerbate 
metabolic ROS producƟon beyond background levels, providing a proximate mechanism 
to  explain  the  eﬀects  on  aging,  and  immune  funcƟon.  Both  too  liƩle  and  too much 
oxygen provisioning to the cells and their mitochondria can increase ROS producƟon as it 
disrupts  the  steady flow of  electrons  through  the  respiratory  chain.  Thus, part of  the 
challenge  of  finding  the  opƟmal  suite  of  life‐history  traits when  faced with  a  higher 
temperature could be  to precisely match  the capacity  to extract and deliver oxygen  to 
exactly the rate at which  it  is needed for oxidaƟve phosphorylaƟon  in the metabolising 
cells. 
 
PaƩerns in TSR 
 
Two quesƟons dominate  the field: 1)  is  there a general explanaƟon? and 2)  is  the TSR 
adapƟve? The emerging consensus of many studies would suggest that while the TSR is 
likely  to  be  adapƟve,  there  does  not  seem  to  be  a  simple,  general  explanaƟon,  even 
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though the idea of a general explanaƟon makes intuiƟve sense when confronted with a 
paƩern  that  is  so  pervasive  that  it  has  been  termed  the  third  universal  response  to 
warming. Although disƟnct, the two quesƟons are related because the finding that size 
reducƟons  with  warming  can  be  achieved  via  mulƟple  routes,  has  in  itself  been 
suggested as a reason that the TSR is adapƟve (Atkinson, 1994; Forster and Hirst, 2012). 
As  the pervasive paƩern of a TSR  can be explained  in a mulƟtude of ways,  it may be 
more fruiƞul to examine the degree to which species conform or deviate from the TSR. 
Early  work  taking  this  approach,  examined  excepƟons  to  the  general  rule  in  detail 
(Atkinson, 1995), but recent work has stressed that instead of looking at excepƟons it is 
beƩer to look for paƩerns in the magnitude of change in size with temperature. 
 
Taking a meta‐analyƟcal perspecƟve, Horne et al. (2015), building on the work by Forster 
et al.  (2012) and Klok et al.  (2013)  found disƟnct paƩerns  in  the extent  to which  size 
responds to temperature across groups of arthropod species. A primary finding was that 
TS responses were stronger in aquaƟc taxa than  in terrestrial taxa. Furthermore, within 
aquaƟc taxa, the TSR appeared to become stronger with  increasing body size, whereas 
within  terrestrial  taxa,  the  TSR  varied  as  a  funcƟon  of  volƟnism,  being  weakest  in 
univolƟne species (Horne et al., 2015). Before using these paƩerns  in a discussion as to 
which explanaƟons would appear more likely than others we need to establish whether 
these paƩerns are  likely  to be valid. This  is  less straighƞorward  than  it would seem at 
first, because some paƩerns may be masked or can be interpreted in diﬀerent ways. For 
example, we already discussed  that univolƟne  species may also experience  intensified 
Ɵme constraints similar to mulƟvolƟne species. Furthermore, diﬀerences in volƟnism are 
correlated to organism size and hence the reported variaƟon  in the strength of the TSR 
with volƟnism in terrestrial arthropods may alternaƟvely have arisen because the TSR is 
also related to body size in terrestrial arthropods. However, in terrestrial arthropods, the 
direcƟon of  the  relaƟon between body size and  the strength of  the TSR  is opposite  to 
that  found  for  aquaƟc  arthropods, where  the  TS  response  increased with  body  size. 
Indeed, body size was also significantly related to variaƟon in the strength of the TSR in 
terrestrial taxa, but volƟnism was found to be a slightly stronger predictor. The idea that 
responses  in  body  size  to  temperature  may  themselves  be  diﬀerent  between  large 
bodied and  small bodied animals was also noted by Blankenhorn and Demont  (2004), 
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when comparing Bergmann clines  in arthropods. Horne et al.  (2015) based  their meta‐
analysis on a comprehensive dataset, and their results suggest that size dependency of 
TS  responses  run  in  opposite  direcƟon  in  aquaƟc  and  terrestrial  taxa.  DiﬀerenƟaƟng 
between  environments  thus  appears  crucial  to  detect  size‐dependency.  Is  there 
independent  evidence  for  these  paƩerns?  Since  TS  responses  should  diverge  with 
increasing size, it makes sense to look at paƩerns in maximum size within terrestrial and 
aquaƟc environments. This  is exactly what Makarieva et al.  (2005) have done and they 
showed  that  for  terrestrial ectotherms,  the  largest animals  tend  to  live  in  the  tropics, 
whereas  for  aquaƟc  ectotherms  the  largest  animals  tend  to  live  in  polar  zones.  The 
concentraƟon  of  animals  of  giganƟc  proporƟons  in  polar  regions  has  also  been 
documented by other workers for a variety of animal groups ranging from cephalopods 
and  echinoderms  to pycnogonids  (Moran  and Woods,  2012), with paƩerns  in benthic 
amphipod body size being studied in detail (e.g. Chapelle and Peck, 2004; Verberk et al., 
2011). For  the aquaƟc amphipods,  thermal  responses  in body  size are expected  to be 
stronger in larger animals (Makarieva et al., 2005) and changes in median body size were 
indeed  smaller  (2.6  fold) compared  to  those  for maximum body  size  (a 6  fold change) 
(Chapelle and Peck, 2004). Zeuss et al.  (2017) noted opposite  laƟtudinal clines of body 
size between terrestrial  lepidopterans and aquaƟc odonates when  looking at complete 
assemblages. As both groups are represented by  large bodied species relaƟve  to many 
other arthropod groups  (Chown and Gaston, 2010),  this again  illustrates  that paƩerns 
may be most divergent  for  large body  sizes. However,  the  two groups also diﬀer with 
respect  to  volƟnism with many odonate  species  extending  juvenile development over 
mulƟple years, whereas most buƩerflies were uni‐ or mulƟvolƟne. Given these paƩerns 
and  the  link  between  Bergmann  cline  and  the  TSR,  it  would  seem  that  paƩerns  in 
maximum body size can be seen as a special case of the more general paƩern where the 
TSR increases in strength with body size in aquaƟc but not terrestrial taxa. In short, the 
curious  paƩern  of  opposite  TS‐responses  with  increasing  body  size  appears  to  be 
genuine, which may at least in terrestrial animals be partly due to variaƟon in volƟnism 
expressing mismatches between season length and development period. 
 
If these paƩerns are indeed valid, how to explain them? Given that oxygen is more likely 
to  become  limiƟng  in water  than  in  air  (Verberk  and  Atkinson,  2013;  Verberk  et  al., 
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2016b),  stronger TS  responses  in  aquaƟc  taxa  compared  to  terrestrial  taxa have been 
readily  linked  to  oxygen  (Forster  et  al.,  2012;  Horne  et  al.,  2015).  SƟll,  aquaƟc  and 
terrestrial  systems  diﬀer  in  more  respects.  One  diﬀerence  directly  related  to 
temperature  is  the  greater  thermal  capacity  of water, which  results  in  a much more 
constant  thermal environment, whereas  the  fast heat conducƟon also  reduces opƟons 
for  behavioral  thermoregulaƟon.  Possibly,  thermal  specializaƟon  of  the  species 
(stenotherm‐eurytherm) and  the  strength of  its TSR are  linked  (Walczyńska and Serra, 
2014). While this  in  itself does not explain  the TSR,  it does make predicƟons regarding 
the strength of the TSR. Walczyńska and Serra (2014) showed that the most eurythermal 
species had the highest plasƟcity in body size (strongest TSR) and Klok et al. (2013) note 
that  within  marine  crustaceans,  high  laƟtude  species  (which  likely  experience  more 
variable  temperatures) exhibited  stronger TS  responses. However,  the greater  thermal 
capacity  of water would  result  in  less  thermal  variaƟon,  in  turn predicƟng weaker  TS 
responses in aquaƟc taxa (i.e. opposite to the paƩern found). Furthermore, Horne et al. 
(2015) did not observe significant diﬀerences between marine and  freshwater systems 
(which likely diﬀer with respect to thermal variability). So possible diﬀerences in thermal 
constancy do not appear a likely explanaƟon for the diﬀerences in TS responses between 
aquaƟc and terrestrial species.  
 
A role for oxygen is also suggested by the observaƟon that the strength of the TSR diﬀers 
between alƟtudinal gradients and  laƟtudinal gradients, with  larger size associated with 
cold temperatures being less likely at high alƟtude, where it is accompanied with low pO2 
(Dillon et al., 2006; Shelomi, 2012). These studies were based on terrestrial  insects, but 
TS  responses  are  also  absent  or  reversed  across  alƟtudinal  gradients  for  aquaƟc 
ectotherms,  likely because  the availability of oxygen  in water at high alƟtudes  is even 
more strongly reduced than in air (since in air declines in pO2 are at least partly oﬀset by 
enhanced diﬀusivity due to reduced air density) (Jacobsen et al., 2003; Ma et al., 2009; 
Verberk et al., 2011). So if the diﬀerence between aquaƟc and terrestrial species is down 
to oxygen, does  this also explain  the size‐dependency of  the TSR?  If  larger species are 
more  challenged  to  provision  cells  with  adequate  oxygen  to  maintain  aerobic 
metabolism,  this would  provide  an  explanaƟon  for  the  TSR  to  become  stronger with 
increasing  body  size  in  aquaƟc  taxa.  Similar  consideraƟons  for  larger  life‐stages  could 
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explain  the  observaƟons  that  the  TSR  becomes  established  in  later  life  stages.  These 
paƩerns corroborates the proximate mechanism of oxygen  limitaƟon being a necessary 
condiƟon  for  the  TSR  to manifest  (see  also Hoefnagel  and Verberk, 2015). Given  that 
oxygen limitaƟon is more likely under water, this would also explain why terrestrial taxa 
do not show a stronger TSR with increasing body size (Makarieva et al., 2005). But how 
to explain the opposite paƩern of larger terrestrial taxa showing a weaker TSR or even a 
reverse TSR? Notably, one possibility is that this paƩern does not need explaining, as the 
null hypothesis would be  that  faster growth  increases opƟmal size. This possibility has 
not  stopped  people  from  proposing  explanaƟons. Makarieva  et  al.  (2005)  note  that 
terrestrial  ectotherms  growing  larger  in  warm  condiƟons  is  related  to  maintaining 
metabolism within  an  opƟmal  range,  such  that  increasing  body  size, which  tends  to 
reduce metabolism when expressed per gram of body 
Ɵssue,  counteracts  the  increased  metabolism 
associated with higher temperatures. Klok et al. (2013) 
argue  that  oxygen  limitaƟon  also  explains  the  size 
dependency  of  the  TSR  in  terrestrial  arthropods, with 
larger  animals  being  less  likely  to  become  oxygen 
limited  as  these  tend  to  employ  also  convecƟve  gas 
exchange, whereas  small  arthropods  primarily  rely  on 
diﬀusive gas exchange. This then would similarly  link a 
greater  suscepƟbility  to  oxygen  limitaƟon  of  larger 
terrestrial arthropods  to a  stronger TSR. SƟll  this does 
not  explain  diﬀerences  in  Bergmann  cline  between 
even larger ectotherms such as snakes and lizards (Ashton and Feldman, 2003). 
 
Another possibility  for  the diﬀerence  in TSR  responses between  terrestrial and aquaƟc 
animals  is related to Ɵme  limitaƟons associated with the end of the season. Terrestrial 
insects may  face  stronger end of  season constraints which are  regularly enforced with 
obligate  diapause,  compared  to  aquaƟc  ones,  where  adding  another  year  to 
development  (semi‐volƟnism) with diﬀerent overlapping generaƟons  is more  common 
(Johansson, 2003; Blankenhorn and Demont, 2004; Cabanita and Atkinson, 2006; Zeuss 
et  al.,  2017).  Also  within  terrestrial  arthropods,  Chown  and  Klok  (2003)  report  a 
When	 looking	 at	 the	 main	
patterns,	 it	 is	 both	 clear	 that	
the	 TSR	 is	 not	 universal,	 but	
equally	 that	 the	 strength	 of	
the	TSR	varies	 in	predictable	
ways.	
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relaƟonship  between  plasƟcity  in  size  responses  and  end  of  season  constraints, with 
stronger  seasonality  resulƟng  in  converse  Bergmann  clines  and  more  discrete 
generaƟons, whereas  aseasonality  resulted  in  overlapping  generaƟons  and  Bergmann 
clines. Within aquaƟc arthropods, both temperature and  laƟtude give rise to non‐linear 
relaƟonships  suggesƟng  that  there  is more  to Bergmann  clines  than  just  temperature 
(Johansson, 2003; Hassall, 2013). While it is logical to find more evidence for seasonality 
eﬀects  in  the  field,  there  is  also  substanƟal  evidence  for  day  length modulaƟng  the 
eﬀects of  temperature  in  laboratory experiments,  aﬀecƟng  the  strength of  the TSR  in 
both  terrestrial and aquaƟc  taxa  (e.g. Kutcherov et al., 2011; Marơnez‐Jerónimo, 2012 
but  see  Cabanita  and  Atkinson,  2006).  This  suggests  that  when  responding  to 
temperature,  animals  use  day  length  as  a  cue  to  gauge  the  availability  of  Ɵme with 
respect to the progression of the season. While animals tend to speed up development 
when less Ɵme is available, they also increase growth rates, thus variaƟon in growth rate 
can buﬀer changes in adult size (Abrams et al., 1996). However, counteracƟng eﬀects of 
short seasons (favoring rapid growth and development) and  low temperatures (slowing 
down growth and development) may work out diﬀerently for aquaƟc animals compared 
to  terrestrial ones due  to  their buﬀered  thermal environment which allows  for  longer 
seasons  in aquaƟc ecosystems  (i.e.  less  Ɵme  constraints).  Indeed, obligate diapause  in 
aquaƟc  invertebrates seems  to be most prevalent  in  temporary waters  (Verberk et al., 
2008). In addiƟon, heliothermic behavior, which is unavailable to aquaƟc animals, allows 
terrestrial animals  such as  lizards and grasshoppers  to aƩain high body  temperatures. 
Since gaining heat  through sun basking  is more  important  in cold environments and  is 
facilitated by a small size, this could explain reverse TS responses (Ashton and Feldman, 
2003).  Increasing  growth  rates  relaƟve  to  development  rates  with  increasing 
temperatures may be hardwired  in  these heliotherms as  they will only encounter such 
warm  condiƟons during  their growing  season. High body  temperatures  in heliotherms 
therefore  do  not  signal  Ɵme  constraints  and  hence  there  is  less  need  to  speed  up 
development in response to temperature, whereas increased temperatures do promote 
growth. Kingsolver and Huey (2008) noted that whether a smaller or larger size in warm 
condiƟons is favored depends on what contributes most to fitness: a shorter generaƟon 
Ɵme  (associated with  small  size)  or  a  larger  fecundity  (associated with  large  size).  In 
growing populaƟons, fitness gains associated with a  shorter generaƟon  Ɵme outweigh 
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the gains associated with increases in fecundity (Kozłowski, 1992; AngilleƩa, 2009). This 
could also explain why terrestrial insects with fixed volƟnism enforced by egg diapause, 
such as many grasshoppers,  respond  to warming by  increasing  size,  since  they  cannot 
increase generaƟon Ɵme. 
 
Another, largely unexplored mechanism (at least in meta‐analyses) is the role of cell size 
(see  Hessen  et  al.,  2013).  A  cellular  mechanism  for  the  TSR  does  not  present  an 
alternaƟve  to  the  previous  explanaƟons,  but  rather  extends  an  oxygen  limitaƟon 
perspecƟve  to a  lower  level of biological organizaƟon  (Atkinson et al., 2006).  If oxygen 
limitaƟon is more likely to arise in Ɵssues made up of large cells, and oxygen limitaƟon is 
a prerequisite  for  the TSR  to manifest, one would expect stronger TSR  in animals with 
large cells or a large genome. Triploid individuals of the frog Pelophylax esculentus were 
indeed shown  to exhibit a stronger TSR compared  to diploid  individuals  (Hermaniuk et 
al., 2016). While a formal meta‐analysis  is currently  lacking, reported diﬀerences across 
species also  link  to diﬀerences  in genome size. For example, Horne et al.  (2016)  found 
diﬀerences in TS responses between diﬀerent orders of copepods, suggesƟng that there 
is a phylogeneƟc component to variaƟon in TSR. InteresƟngly, the calanoida order which 
showed the strongest TSR also has larger genomes than the other orders, suggesƟve of a 
link between cell size and the strength of the TSR. Similarly turtles have larger genomes 
than  lizards  and  this possibly provides  a  cellular  explanaƟon  for why  turtles  exhibit  a 
Bergmann  cline,  but  lizards  reverse  it  (Ashton  and  Feldman,  2003).  Also,  in  general, 
aquaƟc animals have larger genomes than terrestrial ones. SƟll within terrestrial insects, 
grasshoppers as a group  tend  to  stand out  for having  large genomes, while  these are 
frequently showing opposite TS responses (although also within this group, species from 
cold habitats tend to have larger genomes sƟll).  
 
As noted above, TS  responses were accompanied by dynamic adjustments  in both cell 
size  and  nucleus  size  (by  adjusƟng  chromaƟn  packaging)  in  animals  reared  under 
diﬀerent temperatures. Furthermore, during the ontogeny of most organisms, increases 
in body size arise mainly through cell proliferaƟon (increase in cell number) during early 
postembryonic development and  through cell growth  (increase  in cell size)  in  later  life 
stages  (Glazier, 2005; Czarnołeski et al., 2008), which matches with  the TSR becoming 
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established only  later  in  the ontogeny  (Forster et al., 2011b).  If  there  is a set point  for 
cellular  size which  is  set  by  (temperature  induced)  oxygen  condiƟons,  similar  to  the 
oxygen‐dependent  size  mechanism  for  the  whole  organism  (see  above),  but  this 
threshold can vary depending on  the  condiƟons experienced during egg development, 
there  is  at  least  scope  for  also  incorporaƟng  developmental  cues  such  as  onset  and 
terminaƟon  of  diapause  via  day  length.  Similarly,  the  disparate  eﬀects  of  food 
(sƟmulaƟng  both  growth  and  body  size)  and  temperature  (sƟmulaƟng  growth  but 
reducing body  size) may be mediated diﬀerently by  cell number and  cell  size  (Arendt, 
2007). 
 
Conclusion 
 
Many  diﬀerent  explanaƟons  have  been  proposed  for  observaƟons  of  phenotypic 
plasƟcity  in body size  in response to temperature (TSR), diﬀering  in domain  (proximate 
or ulƟmate) and applying to diﬀerent biological  levels of organizaƟon. Given  that body 
size is associated with many other characterisƟcs such as cell and genome size, volƟnism 
and  opportuniƟes  for  behavioral  thermoregulaƟon,  it  is  diﬃcult  to  find  general 
explanaƟons  for  the observed variaƟon  in the TSR,  if  indeed these exist. AngilleƩa and 
Dunham (2003) argued for adopƟng a mulƟvariate approach to understanding the TSR, 
with  a  greater  emphasis  on  the  ecological  context  within  which  life‐histories  evolve 
within  the  physiological  constraints  set  by  their  building  plan.  Also,  the  diﬀerent 
explanaƟons and mechanisms  reviewed here need not be mutually exclusive, but may 
operate in tandem, amplifying or weakening each other’s eﬀect to generate the range in 
TS responses observed. When looking at the main paƩerns, it is both clear that the TSR is 
not universal, but equally that  the strength of  the TSR varies  in predictable ways, such 
that  the  TSR  is  itself  size  dependent  (but  in  opposite ways  for  terrestrial  and  aquaƟc 
animals) and  the  strength of  the TSR can be modulated by day  length. Atkinson et al. 
(2006) argued  that  the eﬀect of  temperature  can be best understood  from an oxygen 
perspecƟve.  The  paƩerns  provide  support  for  this  idea,  especially  in  aquaƟc  animals 
where oxygen  limitaƟon appears to be a prerequisite for the TSR, even more so  if they 
are large or composed of large cells. In terrestrial animals, factors other than oxygen gain 
in relevance, such as food availability, sun basking and Ɵme constraints associated with 
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the  end of  season,  although  also  in  this  group oxygen  is  likely  sƟll  involved,  either  in 
seƫng physiological limitaƟons, which can be at the cellular level or at the level of whole 
organisms,  iniƟated by hormonal cascades or  in  linking  life‐history  traits, giving  rise  to 
energeƟc trade‐oﬀs (e.g. between life‐span and growth rate). The lack of decisive studies 
is mainly due to the variety of mechanisms and levels of biological organizaƟon at which 
oxygen can exert  its eﬀect. As such this hypothesis  is diﬃcult to test/falsify. SƟll, given 
the need to balance oxygen supply and demand carefully, to ensure adequate oxygen for 
aerobic  metabolism  but  at  the  same  Ɵme  prevent  oxygen  poisoning  (Verberk  and 
Atkinson, 2013),  this biological  complexity  and  the mulƟple  roles of oxygen  is  likely  a 
reality. This balancing act needs to be carried out at the level of the mitochondria, cells, 
organs  and  whole  organism,  and  across  environmental  clines  of  temperature  and 
oxygen. As  such,  it  is perhaps not  surprising  that with  the many diﬀerent opƟons  that 
animals  have  been  equipped  with  during  their  evoluƟonary  history,  apparent 
idiosyncrasies in their responses to temperature are bound to exist. SƟll, the discovery of 
general  paƩerns  in  body  size,  consistent  diﬀerences  in  these  thermal  responses with 
body size and respiratory medium, all  indicate that  incorporaƟng these key  factors will 
increase our knowledge and ability to predict size responses to global warming. 
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Abstract 
 
A smaller adult ectotherm size is a widespread and well known effect of high 
temperature during development, but despite the generality of this pattern, no 
general explanation for this phenomenon has been found. This lack of a general 
explanation may partly be caused by insufficient distinction between different 
appearances of this temperature-size rule (TSR). 
We therefore set out to test the relative importance of two mechanisms for the TSR: 
(1) a stronger increase in development rate relative to growth rate at higher 
temperatures, and (2) a stronger constraint on growth in large individuals at higher 
temperatures. We raised water flea Daphnia magna individuals at eight different 
temperatures to assess their size at maturity, their asymptotic, final size and size of 
the offspring born at these temperatures. 
Maturation and deceleration of growth occurred at a smaller size at higher 
temperatures in all genetic lines. Different genetic lines of D. magna showed different 
temperature-dependence of physiological rates, which correspond to line-specific 
thermal responses in life-history traits. Warm temperatures reduced growth in large, 
but not in small individuals. 
A resource allocation model was developed to explore the effect of both mechanisms 
for the TSR and was fitted to our empirical data. 
Based on our empirical results and model explorations, we found for D. magna that 
the temperature-size rule at maturity is best explained by a stronger increase in 
development rate relative to growth rate at high temperature, and that the TSR at 
asymptotic size is best explained by a size-dependent and temperature-dependent 
constraint on growth.  
A combination of faster growth with smaller adult size has puzzled ecologists, but our 
results highlight that the temperature-size rule has several forms and that each form 
can be best understood separately by its own mechanism, something which could be 
an essential step towards finding a solution to this century-old puzzle.  
 
View over Park Staddijk in Nijmegen. 
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IntroducƟon 
 
he  temperature‐size  rule  (Atkinson,  1994)  describes  the 
widespread  phenomenon  that  ectotherms  reared  under  warm 
condiƟons  grow  faster,  but  to  a  smaller  size‐at‐age  when 
compared  to  conspecifics  grown  under  colder  condiƟons.  The 
temperature‐size rule (TSR) is oŌen assessed at size at maturity or 
first reproducƟon (Fischer and Fiedler, 2002), but studies have also 
found similar thermal responses for asymptoƟc size (Marơnez‐Jerónimo, 2012) and size 
of oﬀspring (Atkinson et al., 2001). The TSR consƟtutes a life‐history puzzle (Atkinson and 
Sibly, 1997), since one would expect  faster growing animals  to mature at a  larger size, 
given  the  advantages  of  large  size  (i.e.  increased  fecundity,  compeƟƟve  advantage). 
Indeed, when growth rates are enhanced due to more favourable food condiƟons, fast 
growth results  in a  larger size (Kindlmann et al., 2001; Yasuda et al., 2016). Recognising 
that both  extreme  cold  and  extreme heat  could  impair  growth  and  reduce body  size, 
Atkinson (1994) explicitly specified the condiƟon that the TSR should be evaluated across 
a thermal range of non‐extreme temperatures. 
Diﬀerent  physiological mechanisms  have  been  proposed  to  underlie  the  TSR  and  it  is 
becoming  clear  that  it  is  unlikely  that  a  general  explanaƟon  exists  (AngilleƩa  and 
Dunham, 2003; AngilleƩa et al., 2004; Forster et al., 2011b) which at the same Ɵme can 
also explain notable excepƟons to the TSR (see e.g. Atkinson, 1995; Fischer and Fiedler, 
2002; Walters and Hassall, 2006).  Instead, diﬀerent mechanisms may be applicable  to 
diﬀerent  animal  groups  (Forster  et  al.,  2011b)  or  situaƟons  (Calboli  et  al.,  2003). 
AddiƟonally,  the TSR may vary across ontogeny. For example, Forster and Hirst  (2012) 
found stronger size responses to temperature at later developmental stages of the brine 
shrimp Artemia franciscana.  Examining  size  responses  to  temperature  at  diﬀerent  life 
stages may therefore be a key  to beƩer understand how  the TSR arises  (Forster et al., 
2011b).  Indeed,  since  maturity  is  the  end  point  of  ontogeneƟc  development  and 
asymptoƟc  size  is  the  end  point  of  somaƟc  growth,  the mechanisms  that  govern  the 
thermal plasƟcity in body size at maturity may diﬀer from those that govern asymptoƟc 
size. 
 
T 
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Here, we focus on two explanaƟons that have been proposed to explain the temperature
‐size  rule  using  physiological  rates  as  their  basis.  The  first  explanaƟon  builds  on  the 
noƟon  that  growth  and  diﬀerenƟaƟon  (development)  are  two  disƟnct  processes  that 
together govern size and age at maturity (Smith‐Gill and Berven, 1979; Van der Have and 
De Jong, 1996) and argues that development has a steeper thermal reacƟon norm than 
growth.  Consequently,  resources  are  allocated  towards  development  relaƟvely  faster 
than  to  growth  at  higher  temperatures,  advancing maturity  to  a  younger  age  and  a 
smaller  size  under  high  temperatures.  This  explanaƟon,  however,  does  not  make 
predicƟons about asymptoƟc  size,  since  in many cases asymptoƟc  size  is  reached  long 
aŌer maturity is reached. 
 
The  second  explanaƟon  focusses on deceleraƟon of  growth  at  the  end of  the  growth 
trajectory. This deceleraƟon should occur at a smaller size in warm condiƟons in order to 
generate the TSR. Von Bertalanﬀy (1960) formalised this explanaƟon  in a model where 
deceleraƟng  growth  arises  from  temperature‐dependent  resource  limitaƟons  rather 
than temperature‐dependent allocaƟon of resources that feature in the first explanaƟon. 
In  his  theory,  maximum  size  is  reached  when  anabolism  equals  catabolism  (Von 
Bertalanﬀy,  1934).  Here,  catabolism  is  taken  to  be  equal  in  amount  to maintenance 
rates,  since  maintenance  is  the  rate  that  counteracts  catabolism,  and  anabolism  is 
assumed  to be equivalent  to  resource uptake. Perrin  (1995)  realized  that  temperature 
mainly  increases metabolism, whereas environmental food availability mostly  increases 
resource uptake. As  a  result,  catabolism  equals  anabolism  at  a  smaller  size when  the 
temperature  is higher, but  at  a  larger  size when  food  availability  is higher. While  the 
relevant resource for Von Bertalanﬀy’s model could be food or oxygen, it was shown that 
it  is primarily oxygen that  limits growth  in fish (Pauly, 1981) and we previously showed 
that the TSR in a freshwater isopod especially arises under hypoxic condiƟons (Hoefnagel 
and  Verberk,  2015).  Von  Bertalanﬀy’s  model  provides  an  explanaƟon  for  smaller 
asymptoƟc size  in warmer environments, but does not make explicit predicƟons about 
the eﬀect of temperature on size at maturity. 
Both  temperature‐dependent allocaƟon of  resources  (explanaƟon 1) and  temperature‐
dependent  resource  limitaƟons  (explanaƟon  2)  can  explain  the  TSR  and  they  are  not 
mutually  exclusive,  since  they  are based on diﬀerent physiological  rates  and  focus on 
diﬀerent  life‐history  stages. Here we  evaluate  the  TSR  across diﬀerent developmental 
phases  (size at maturity, asymptoƟc size, oﬀspring size)  in  three genotypes of Daphnia 
magna (Straus,  1820).  To  evaluate  support  for  diﬀerent mechanisms,  we  invesƟgate 
thermal  dependency  of  rates  (growth  and  development)  in  each  genotype  and  we 
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invesƟgate size dependency of these thermal reacƟon norms. We also incorporate both 
thermal  dependency  of  resources  allocaƟon  and  resource  limitaƟon  into  a  single 
resource allocaƟon model. By ‘switching on or oﬀ’ one or both of these mechanisms, we 
can discover whether either  is suﬃcient  to explain  the classic  temperature‐size  rule or 
that  some  combinaƟon of  these mechanisms  is needed. We  then fiƩed  the model  to 
empirically collected data. Thus our  threefold aim  is  to  (1) document  the  temperature 
eﬀects on body size at diﬀerent  life‐stages  in Daphnia magna; (2) establish the thermal 
reacƟon norms for growth, development and reproducƟon  in animals of diﬀerent body 
size  and  evaluate  how  these  can  explain  the  TSR;  and  (3)  disentangle  the  diﬀerent 
explanaƟons using a resource allocaƟon model fiƩed to empirical data. 
We hypothesize  that development  rate  indeed  increases  faster with  temperature  than 
growth  rate  does,  resulƟng  in  younger  age  and  smaller  size  at  maturity  at  higher 
temperatures  and  that  the  two  explanaƟons  each  have  their  own  specific  domain  of 
applicability. We also expect diﬀerences  in body size between  rearing  temperatures  to 
be larger for asymptoƟc size than for those at maturity, because growth trajectories will 
have had more Ɵme to diverge.  
 
Methods 
 
CollecƟon and maintenance of animals 
Daphnia magna  is a  small  cladoceran  crustacean  that  inhabits  freshwater habitats.  Its 
short  life cycle and abundance have made this species a popular species for studies on 
life‐history and energy budgets (Marơnez‐Jerónimo et al., 1994). ResƟng eggs of Daphnia 
magna were collected  from a small  lake  in Hilversum, The Netherlands,  in spring 2014. 
These  resƟng  eggs  are  produced  aŌer  sexual  reproducƟon  with  hatchlings  being 
geneƟcally diﬀerent from each other (Robinson et al., 2013). ResƟng eggs were kept at 
conƟnuous darkness and 4 °C for at least 3 months before they were hatched in the lab 
to give rise to diﬀerent geneƟc lines of which two were used in the present study. These 
two geneƟc lines were designated Lines D and E. Newly produced clonal neonates from 
these lines were separated unƟl 5 – 10 vials per geneƟc line contained oﬀspring of that 
line. A third geneƟc line was obtained from a laboratory at Wageningen University, The 
Netherlands, where  it had been kept at room temperature for 15 years since collecƟon 
from  Lake  Zwemlust,  The  Netherlands  (Lürling  and  Tolman,  2010).  This  lab  line  was 
designated  Line  C.  The  stock  culture  of  D. magna  in  our  lab was  kept  at  a  constant 
temperature of 10 °C and 16:8 hours  light:dark. Fourteen days before the onset of the 
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experiment (May 2015), five juveniles of each of the three geneƟc lines were separated 
into 80 ml glass vials with Dutch standard water (DSW, 200 mg l‐1 CaCl2.2H2O, 180 mg l‐1 
MgSO4.7H2O,  100  mg  l‐1  NaHCO3,  20  mg  l‐1  KHCO3;  NEN,  1980)  and  kept  at  20  °C. 
Oﬀspring  from  these  mothers’  second  clutch  onwards  were  used  for  the  actual 
experiment  in  accordance  with  OECD  guidelines  (Dufresne  and  Hebert,  1998;  OECD, 
2012)  and  individually  and  randomly  assigned  to  one  of  the  eight  temperature 
treatments (10, 15, 18, 20, 23, 26, 28, 30 °C). At  least five  individuals from each of the 
three geneƟc lines were placed in each temperature and individuals that died within the 
first seven days were replaced resulƟng  in a total of 216  individuals  in the experiment. 
Survival, growth, development and reproducƟon were monitored three Ɵmes per week 
for  each  individual  from  birth  to  death.  The medium  consisted  of  1.6  *  105  cells/ml 
(McKee and Ebert, 1996; Algal diet 1800) suspended  in DSW and was replaced at each 
measurement. 
 
Measurement of physiological rates 
Length of each  individual D. magna was measured to the nearest 0.04 mm three Ɵmes 
per  week  using  a  stereo microscope  with  25  Ɵmes magnificaƟon.  The  frequency  of 
measurement  caused  an uncertainty  in  age  esƟmates of  approximately  1 day.  Length 
was measured in live animals from the middle of the eye to the base of the caudal spine 
following Chopelet et al. (2008). Movement of the eye and contracƟon of the body was 
someƟmes  observed  to  cause  a  small  (maximum  0.12 mm)  inaccuracy  of  the  length 
measurement. Length was  transformed  into volume using  the empirical  relaƟonship  in 
equaƟon 5.1 and we assumed a constant weight to volume raƟo for D. magna, so that 
volume  could be used as a proxy  for weight. The unit  volume was used  for  staƟsƟcal 
analyses and  for fiƫng growth curves. The  term body size  in  the present study always 
refers to (calculated) body volume. Individual Daphnia that lived at least 20 days at 10 °C 
or 15  °C, or 15 days  at 18, 20, 23, 26, 28 or 30  °C, were used  for  characterisaƟon of 
individual  growth  trajectories  (99  in  total),  and  also  for fiƫng  the  resource  allocaƟon 
model. To esƟmate asymptoƟc size, a modified Von Bertalanﬀy growth funcƟon for body 
size  (equaƟon 5.2) was fiƩed  to data based on  individual Daphnia using  the non‐linear 
least square funcƟon nls() in R. Of the four parameters in equaƟon 5.2, Vmax and D were 
esƟmated and V0 and K were constants. 
 
  Volume = 0.26 * Length3              (eq. 5.1) 
 
  Body volume = V0 + (Vmax—V0) * (1 ‐ e‐K*D*age)3/D        (eq. 5.2) 
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Where length is in mm, V0 is the volume at age zero and Vmax is the esƟmated asymptoƟc 
volume. We assumed a 10% increase in length in the first day, which results in a volume 
at birth of 0.7 * volume at first measurement. K is the Von Bertalanﬀy growth parameter 
(which  is not actual growth  in the sense of mm/d, but the rate of change of the slope). 
We fixed (instead of esƟmated) K at a value of 0.046 (see Appendix S5.1) because of its 
correlaƟon with Vmax (Pauly, 1979). D = 3 * (1 – d), and can be interpreted as a parameter 
to  correct  for non‐isometric  growth of  gill  surface  (Pauly, 1981), where d  is  the mass 
scaling exponent for catabolism (Von Bertalanﬀy, 1934). Time  is age of the  individual  in 
days, with the first measurement at day 1, which was 0 – 72 hours aŌer release from the 
mother’s brood chamber. The maximum slope of the esƟmated individual growth curve 
 
Figure 5.1. Illustrations of the resource allocation model. Maintenance (M), growth 
(G), development (D) and reproduction rates (all in J d-1) are shown for two constant 
temperatures (15 °C and 25 °C). Model parameter values in these illustrations are Q10,U = 
2.0, Cu = 0.5, C1 = 0.3, C2 = 1.02, b = 0 (see equations 5.3-5.7), JMat = 3.0, f2 = 0.8. 
Shaded areas indicate different energy investments: Maintenance (blue) increases 
isometrically with body size; Growth (yellow) is delineated by the line given by f2 * 
Uptake; the difference between Uptake and f2 * Uptake is invested towards Development 
(green, before maturity) and Reproduction (red, after maturity). The upper black line 
denotes Uptake rate. Maturity is reached at the vertical dashed line and growth stops at the 
vertical solid line. Birth occurs at 0.2 mm3. Axes are kept constant to illustrate the 
differences between temperatures.  
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Para-
meter 
Value 
range Meaning Notes 
b -0.01 - 0.03 Temperature dependent allocation to development. 
Smaller values make growth higher 
than uptake, larger values make 
growth zero. 
C2 1.00 - 1.07 Temperature dependence of maintenance. 
Corresponds with Q10 for 
maintenance rate of 2.0 – 4.0. 
Cu 0.3 - 0.6 Vertical scaling of rates. Affects AmaxV and Amat. Species specific. 
C1 0.2 - 0.5 Weight dependence of maintenance. 
Relative to uptake rate. Species 
specific. 
JMat 1.6 - 3.0 Bucket for maturity in Joules. 
Affects size and age at maturity. 
Species specific. 
f2 0.8 Fraction to growth + maintenance. Fixed. Model specific. 
Tref 10 Reference temperature Fixed. b and C2 have no effect at this temperature. Model specific. 
Q10,U 2.0 Q10 of uptake. Fixed. General value. 
d 0.667 Weight exponent of uptake. Fixed. General value. 
J2g 967.5 Converts Joules to grams wet weight. 
Fixed. Affects growth rate. General 
value for crustaceans (Wissing and 
Hasler, 1971). 
Table 5.1. Parameters of the resource allocation model. The lower  and upper  
boundaries of relevant parameter ranges are given. The note Fixed indicates that a 
parameter was not a focal parameter and not allowed to vary. These parameters are fixed 
on literature values where available. The optimal values for species-specific parameters 
were found by brute-force optimization, these were then fixed at the resulting values to 
allow finding the optimal values for b and C2 for each genetic line.  
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was used as maximum growth rate (g/d). 
The  first  day  when  eggs  or  neonates  were  observed  was  taken  as  the  moment  of 
maturity.  Animals  were  considered  juvenile  before  this  point  and  adult  beyond  this 
point. Length and age were noted as above. When neonates were observed before eggs 
were observed (embryonic development occurring between two measurements), age at 
maturity was  approximated  by  subtracƟng  two  days  from  the  age  at  first  neonates. 
Development rate is the inverse of Ɵme taken to reach maturity and thus has unit day‐1.  
Rates  of  growth  and  development  were  standardized  by  expressing  them  as  a 
percentage of the maximum growth rate (0.56 mm3 d‐1) and maximum development rate 
(0.2  d‐1)  observed  in  this  study,  and  subsequently  compared  by  calculaƟng  the  raƟo 
between these standardized rates. 
Free‐living neonates were counted at the first measurement day aŌer each release and 
lengths of  three neonates per clutch were measured. Young were  then  removed  from 
the experimental unit. 
 
Data analysis 
All staƟsƟcal analyses were performed in R version 3.3.2 (R‐Core‐Team, 2016). All length 
measurements were transformed into volume prior to staƟsƟcal analysis. The maximum 
slopes of  the Von Bertalanﬀy  growth  funcƟon were  taken  to  represent  the maximum 
growth  rate  of  that  individual.  The  eﬀects  of  temperature,  geneƟc  line  and  the 
interacƟon  (whether geneƟc  lines exhibited diﬀerent  thermal  responses) was assessed 
by linear models for each of the response variable (size and age at maturity, size and age 
at asymptote, oﬀspring size, growth rate and development rate). 
  
Development of a resource allocaƟon model 
We developed a resource allocaƟon model to explore the consequences for each of the 
two  mechanisms  for  the  temperature‐size  rule.  In  this  model,  resource  uptake  and 
allocaƟon  vary  with  temperature  independently,  unlike  other  energy  budget models 
such as DEB theory (Kooijman, 2000), which feature a single thermal dependency of all 
physiological  rates.  Our  model  describes  growth  from  birth  to  asymptoƟc  size  and 
predicts size and age at maturity together with size and age at the asymptote. It is partly 
based  on  the  Von  Bertalanﬀy  (1960)  growth  model  and  includes  equaƟons  for  the 
division of resources between growth and maturaƟon.  
Our  model  describes  five  physiological  rates  expressing  energy  acquisiƟon  and 
expenditure:  resource  uptake  (U),  somaƟc  maintenance  (M),  with  the  diﬀerence 
between these two rates allocated to growth (G), development (D) and reproducƟon (R). 
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Each rate is expressed in relaƟon to wet body mass (X) (see Figure 5.1) and in Joules per 
day. Temperature sensiƟvity was expressed as Q1, which is the factorial increase in a rate 
at a temperature increase of 1 °C. Note that this is not a life‐history opƟmizaƟon model 
sensu Taylor and Gabriel (1992), but a model to describe resource fluxes in an individual 
animal. The five physiological rates are given by: 
 
  Uptake:     U   =   Q1UdT * Cu * Xd      (eq. 5.3) 
 
Where  X  is wet  body mass, Q1U  is  the  temperature  sensiƟvity  of  uptake  per  degree 
Celsius and dT  is  the  temperature diﬀerence with  respect  to a  reference  temperature 
(Tref  is 10 °C  in this study). The mass exponent d of anabolism determines how uptake 
depends on mass  and  is fixed  at ⅔. Cu  is  a  scaling  constant  that  aﬀects  the  absolute 
values of uptake rate.  
 
  Maintenance:  M   =   (C2 * Q1U)dT * (C1 * Cu) *X1    (eq. 5.4) 
 
Where  C1  is  a  scaling  constant  for maintenance,  C2  *  Q1U  determines  temperature 
dependence  of  maintenance.  The  mass  exponent  for  catabolism  (maintenance)  was 
assumed to be 1 (isometry). 
 
  Growth:    G  =  f1 * (f2*U ‐ M)      (eq. 5.5) 
 
Where f2 denotes that only a certain fracƟon consumed energy is available for growth + 
maintenance such that 1‐f2  is available for development and reproducƟon). This avoids 
the situaƟon where growth conƟnues unƟl all resources are used  for maintenance and 
no  resources  are  leŌ  for  reproducƟon  (Czarnołeski  and  Kozłowski,  1998;  Kozłowski, 
2004). And where  f1  is an allocaƟon  funcƟon  that aﬀects how  resources are allocated 
between growth and development  (see eq. 5.7 below). Parameter  f2 was set at 0.8  in 
this study (see Appendix S5.2). 
 
  Development:  D  =  U – M – G        (eq. 5.6) 
 
Development  is  assumed  to  be  the  only  other  physiological  process  that  requires 
resources,  thus  equalling  U‐M‐G.  Energy  allocated  to  development  is  invested  in 
reproducƟon aŌer maturity has been reached. Maturity is reached aŌer a fixed maturity 
threshold of cumulaƟve energy has been invested in Development.  
The temperature‐size rule in Daphnia magna: mulƟple paƩerns and mechanisms 
5 
 115 
 
  AllocaƟon:    f1  =  1.0 – b * dT         (eq. 5.7) 
 
Where  b  determines  the  temperature  sensiƟvity  of  extra  allocaƟon  to  development 
(before maturity) or  reproducƟon  (aŌer maturity). AllocaƟon does not alter maximum 
body size, but changes the raƟo between energy fluxes to growth and development, thus 
altering the Ɵme needed to reach maximum body size. Only two parameters (b and C2) 
are required to create scenarios that correspond with each of the two TSR hypotheses, 
and  to fit  this model  to  the shape of  the empirical data. Parameters Cu and C1 can be 
adjusted  for verƟcal scaling to fit  the model  to  the data. These  four parameters adjust 
the five equaƟons which result  in  temperature dependency and size dependency of all 
modelled physiological rates (U, M, G and D/R). AŌer parametrizaƟon, the physiological 
rates can be used to derive the life‐history parameters size at maturity, age at maturity, 
asymptoƟc  size  and  age  at  (95%  of)  asymptoƟc  size.  Maturity  is  reached  when 
cumulaƟve development reaches a threshold value (JMat in J) and resources are used for 
reproducƟon instead of development aŌer this point. The asymptoƟc body size is reched 
when growth equals  zero,  i.e. when  the upper boundary of maintenance  rate and  the 
line  set  at  f2  *  uptake  rate  intersect.  Q10  of  uptake  rate was  fixed  at  2, which  is  a 
common value for biological rates (Daoud et al., 2007), making Q1U = 21/10 = 1.072. The 
result of the allocaƟon model is illustrated in Figure 5.1. See Table 5.1 for an overview of 
all parameters and their values.  
 
Fiƫng the resource model to empirical data 
The resource allocaƟon model was fiƩed to the empirical data on the life history traits of 
Daphnia magna.  Data  on  size  and  age  at maturity  were  obtained  directly  from  the 
experiment and data on size and age at asymptote were derived  from Von Bertalanﬀy 
growth curves. We only used individuals for which we had values for all four life‐history 
traits  (both  from  the  experiment  and  from  the  growth  curves),  leaving  out  some 
individuals  that  did  not  reproduce.  This  resulted  in  99  individuals  in  total,  with  on 
average  4  (1‐8)  individuals  per  temperature  and  geneƟc  line.  Fiƫng  the  resource 
allocaƟon  model  was  done  by  simulaƟng  the  growth  trajectory  for  certain  sets  of 
parameters  and  then  deriving  the  matching  life‐history  traits. We  used  an  iteraƟve 
process starƟng at X=0.2 and t=1 in which Xt+1 was calculated based on the values for the 
physiological rates (U, M, G, D) at Xt. The energy content of body Ɵssue was set at 4629 
Cal/g dry mass (967.5 J/g wet weight) (Wissing and Hasler, 1971). Values for each of the 
four  life‐history  traits were  subsequently  derived  from  the  physiological  rates  for  the 
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diﬀerent  temperatures and compared  to  the measured values  for  individual D. magna. 
This whole process was opƟmized for lowest sum of squared residuals using brute‐force 
opƟmizaƟon,  in which residual sums of squares were calculated for all combinaƟons of 
parameter values within a certain range. Values for these five parameters were chosen 
within  the  ranges  indicated  in  Table  5.1.  First,  opƟmizaƟon  was  performed  on  all 
empirical data (lumping the results from diﬀerent geneƟc lines). Second, opƟmal values 
for the diﬀerent parameters were derived for each of the three geneƟc lines separately. 
In  this  second opƟmizaƟon  JMat, Cu and C1 were fixed at  the value derived  from  the 
opƟmizaƟon based on all data. Thus geneƟc lines were only allowed to vary with respect 
to  the  parameters  that  relate  to  explanaƟon  1  (parameter  b,  determining  the 
temperature  sensiƟvity  of  extra  allocaƟon  to  development  (before  maturity)  or 
reproducƟon  (aŌer  maturity))  and  explanaƟon  2  (C2,  determining  the  temperature 
dependence of maintenance).  
 
Sums of squared residuals (SSres) for each life‐history trait were rescaled to prevent life‐
history traits with inherently large values (e.g. age at asymptote) from overwhelming life‐
history  traits with  inherently  smaller  values  (e.g.  size  at  asymptote) when minimizing 
SSres. The rescaling ensures that SSres values are between 0 and 10, where 0 is a perfect 
fit through the temperature‐averages and 10 is SStot (the diﬀerence between individual 
data points and a  straight horizontal  line describing  the grand average of a given  life‐
history trait). Summing SSres over all life‐history traits results in a scale of 0 to 40, above 
which fits were neglected. 
 
Results 
 
Of  the 216 Daphnia magna  individuals used  in  the experiment, 109  reached maturity. 
Maximum  life span  ranged  from 146 days at 10  °C  (mean  life span of 90.1 days)  to 34 
days at 30  °C  (mean  life span of 15.0 days), with geneƟc  line C  (the  lab  line) generally 
living  longer than  individuals  from  the other  two geneƟc  lines  (maximum  life span 146 
days for geneƟc line C compared to 115 and 101 days for geneƟc lines D and E). A total of 
105 individuals lived long enough to reliable fit a Von Bertalanﬀy growth curve (equaƟon 
5.2)  through  individual size data. Fits of  individual Von Bertalanﬀy growth curves were 
good  and  resulted  in  an  average  R2  of  0.96  (Appendix  S5.1).  Observed  individual 
maximum  size  was  generally  close  to  esƟmated  asymptoƟc  size  (at  92%  ±  20%  of 
asymptoƟc size). 
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Figure 5.2. Thermal reaction norms for  size in Daphnia magna. Size (in mm3) at 
maturity (a) and at asymptote (b) are given for each temperature and genetic line. 
Asymptotic body size was estimated using the Von Bertalanffy growth function (eq. 5.2). 
Neonate body size (in mm3) (c) is averaged across all clutches among individuals within a 
temperature*genetic line treatment. Colours denote different genetic lines: Blue: line C; 
Red: line D; Green: line E. Details of the fitted lines are given in Table 5.1. Error bars 
denote 95% confidence intervals of the data to indicate statistical differences.  
 
 
Figure 5.3. Rates of growth (a) and development (b) in Daphnia magna. Average 
values are given per temperature and genetic line. Maximum growth rate was derived 
from the slope of individual Von Bertalanffy growth curves (eq. 5.2). Colours denote 
different genetic lines: Blue: line C; Red: line D; Green: line E. The rates were expressed 
as the percentage of their overall maxima to calculate the ratio (c). A ratio of 1 means that 
rates are at the same percentage of their overall maximum.  
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Trait Source 
Sum of 
Squares 
DF F-value P-value   
Size at maturity (Intercept) 37.207 1 94.9463 < 0.001 *** 
   R2 = 0.45 Temperature 3.471 1 8.8566 0.004 ** 
  GenLine 3.134 2 3.9990 0.021 * 
  T:GenLine 0.653 2 0.8333 0.437   
  Residuals 41.538 106       
              
Asymptotic size (Intercept) 616.91 1 251.7782 < 0.001 *** 
   R2 = 0.69 Temperature 124.56 1 50.8375 < 0.001 *** 
  GenLine 54.37 2 11.0943 < 0.001 *** 
  T:GenLine 33.16 2 6.7667 0.002 ** 
  Residuals 240.12 98       
              
Neonate size (Intercept) 0.0354 1 5.6000 0.018 * 
   R2 = 0.16 Temperature 0.2800 1 44.3524 < 0.001 *** 
  GenLine 0.0283 2 2.2379 0.108   
  T2 0.2958 1 46.8438 < 0.001 *** 
  T:GenLine 0.0356 2 2.8179 0.061   
  T2:GenLine 0.0306 2 2.4193 0.090   
  Residuals 3.4538 547       
Table 5.2. ANOVA tables (type 3 sum of squares) of linear  models for  three size 
measures in Daphnia magna based on temperature (T) and genetic line (GenLine), and 
their interaction. Note the inclusion of temperature squared in the model for neonate size 
to account for non-linearity and the different number of observations for the three size 
measures.  
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Table 5.3. ANOVA tables (type 3 sum of squares) of maximum growth rate and 
development rate in Daphnia magna. Note that these analyses were done on different data 
sets, since not all fully-grown individuals reproduced.  
 
Trait Source 
Sum of 
Squares 
DF F-value P-value   
Growth rate (Intercept) 0.01949 1 4.1501 0.044 * 
   R2 = 0.42 Temperature 0.01307 1 2.7827 0.099   
  T2 0.02401 1 5.1128 0.026 * 
  Genetic line 0.07291 2 7.7610 < 0.001 *** 
  Temperature:T2 0.03312 1 7.0516 0.009 ** 
  T2:Genetic line 0.02307 2 2.4558 0.091   
  Residuals 0.45091 96       
              
Development rate (Intercept) 0.0034 1 5.0760 0.026 * 
   R2 = 0.62 Temperature 0.0037 1 5.5043 0.021 * 
  T2 0.0067 1 9.9825 0.002 ** 
  Temperature:T2 0.0084 1 12.5094 < 0.001 *** 
  T2:Genetic line 0.0080 2 5.9640 0.004 ** 
  Residuals 0.0714 106       
              
Ratio (Intercept) 33.714 1 99.5206 < 0.001 *** 
   R2 = 0.75 Temperature 10.864 1 32.0705 < 0.001 *** 
  Genetic line 8.621 2 12.7244 < 0.001 *** 
  T2 7.199 1 21.2516 < 0.001 *** 
  T:Genetic line 1.903 2 2.8085 0.065   
  Residuals 31.166 92       
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Figure 5.4. Relation between 
juvenile growth and adult 
growth in Daphnia magna based 
on individual Von Bertalanffy 
growth curves. Colored lines are 
based on the statistical model 
(Table 5.4). Colors denote 
temperatures, open circles, 
filled circles, and triangles 
denote genetic line C, D, and E, 
respectively. Individual 
asymptotic size (and adult 
growth) was estimated using the 
Von Bertalanffy growth 
function (eq. 5.2).  
Figure 5.5. Thermal reaction 
norm of the size at which the 
growth rate was maximized in 
Daphnia magna. Data are 
based on individual-based Von 
Bertalanffy growth curves and 
lines represent linear model fits 
(Table 5.5). Colors denote 
different genetic lines: Blue: 
line C; Red: line D; Green: line 
E.  
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Table 5.4. Summary table of linear  model for  juvenile and adult growth in Daphnia 
magna (Figure 5.4).  
 
 Trait Source Estimate Std. Error t-value DF P-value   
Adult growth (Intercept) 7.2246 2.3717 3.046 83 0.003 ** 
R2 = 0.53 Juvenile growth 1.6632 0.7450 2.233   0.028 * 
  Temperature -0.0232 0.0985 -0.235   0.815   
  Juvenile growth :T -0.1022 0.0328 -3.117   0.002 ** 
Source Sum of squares DF F-value P-value P 
(Intercept) 65.956 1 225.3520 < 0.001 *** 
Temperature 19.422 1 66.3586 < 0.001 *** 
GenLine 4.941 2 8.4406 < 0.001 *** 
T:GenLine 3.506 2 5.9901 0.004 ** 
Residuals 28.683 98       
Table 5.5. ANOVA table (type 3 sum of squares) of linear  models on size at 
maximum growth rate over temperature in Daphnia magna  (Figure 5.5).  
 
Eﬀects of temperature on size 
Both size at maturity (observed) and asymptoƟc size (extrapolated from Von Bertalanﬀy 
growth  curves)  were  negaƟvely  aﬀected  by  temperature,  leading  to  smaller  sizes  at 
warmer  condiƟons  (maturity:  F1,106  = 8.857,  P  = 0.004;  asymptoƟc:  F1,98  = 50.838,  P  < 
0.001,  Figure 5.2, Table 5.2). Oﬀspring  size  responded non‐linearly  to  temperature, as 
indicated by a highly significant eﬀect of temperature squared in the linear model (F1,547 
= 46.84, P < 0.001). Oﬀspring was  largest at  intermediate  temperatures and smaller at 
both  lower and higher  temperatures. GeneƟc  lines diﬀered  in average size at maturity 
(F2,106 = 3.999, P = 0.021) and asymptoƟc size (F2,98 = 11.094, P < 0.001)  (Table 5.2), with 
geneƟc line E (green) being largest (Figure 5.2). Importantly, thermal responses, i.e. the 
extent  to  which  temperature  reduced  size,  diﬀered  between  geneƟc  lines  only  for 
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asymptoƟc size (F2,98 = 6.767, P = 0.002), not for size at maturity (F2,106 = 0.833, P = 0.437) 
or neonate size (F2,547 = 2.818, P = 0.061, Table 5.2).  
 
Physiological rates associated with the TSR 
Both development  rate  (observed)  and maximum  growth  rate  (interpolated  from Von 
Bertalanﬀy  growth  curves)  increase with  temperature up  to  a maximum  value before 
plateauing or decreasing at temperatures beyond 20 °C (Figure 5.3). Thermal responses 
diﬀered between geneƟc lines for maximum growth rate (F2,96 = 7.761, P < 0.001, Table 
5.3), and development rate  (F2,106 = 5.964, P = 0.004, Table 5.3). Thermal sensiƟvity for 
maturaƟon  rates was  stronger  (approximately  threefold  increase)  than  for maximum 
growth  rates  (less  than  a  twofold  increase)  (Figure  5.3)  and  consequently maximum 
growth rates declined relaƟve to development rates with increasing temperature (F1,92 = 
32.070, P < 0.001, Table 5.3). GeneƟc  line E had relaƟvely high maximum growth rates 
(Figure 5.3c), which is concordant with the generally larger size at maturaƟon of this line 
(Figure 5.2b). 
 
Overall,  total  growth  of  animals  before maturity  (juvenile  growth)  and  aŌer maturity 
(adult growth)  correlated posiƟvely  (t1,83 = 2.233, P = 0.028, Table 5.4). However,  this 
paƩern changed with temperature with total juvenile and adult growth being negaƟvely 
correlated at the warmest temperatures (t1,83 = ‐3.117, P = 0.002, Table 5.4, Figure 5.4), 
suggesƟng that at warmer temperatures growth rates decelerated with increasing body 
size. Indeed, the body size beyond which growth decelerated (i.e. the body size at which 
maximum  growth  rate  were  achieved)  occurred  at  increasingly  smaller  sizes  with 
increasing  temperatures  (F1,98  =  66.359,  P  <  0.001,  Table  5.5,  Figure  5.5).  This  eﬀect 
diﬀered  across  geneƟc  lines  (F2,98  =  5.990,  P  =  0.004)  and  interesƟngly,  temperature 
caused the strongest decline in size at maximum growth rate in line E which was also the 
line to show the strongest TSR for final size (Figure 5.2b). Finally, the thermal sensiƟvity 
of growth rates diﬀered markedly between animals of diﬀerent size, with growth rates 
peaking  at  temperatures  between  23‐26  °C  for  small  animals,  but  at  temperatures 
between 10—23 °C for larger animals (Figure 5.6).  
 
Disentangling diﬀerent physiological mechanisms underlying the TSR 
The  resource  rate model  successfully  captured  the  eﬀect  that warmer  temperatures 
result  in  a  decreased  age  at  size  (i.e.  the  animals  progressed  through  their  ontogeny 
faster) (Figure 5.7). This results from factorial increases in uptake rate and maintenance 
rate, which lead to increases in the absolute amount of resource that animals can invest 
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in  growth  and development.  Size  responses  to  temperature depended on  the  specific 
parameter values. A higher thermal sensiƟvity for maintenance (C2 higher than 1) results 
in size reducƟons under warm condiƟons, especially for asymptoƟc size (Figure 5.7). A b 
higher  than 0,  indicaƟng  that animals preferenƟally allocate  resources  to development 
with  increasing temperatures, results  in size reducƟons under warm condiƟons  for size 
at maturity (Figure 5.7a), but does not aﬀect asymptoƟc size (Figure 5.7b). Increasing C2 
in addiƟon  to b has minor addiƟonal eﬀects on  size and age at maturity compared  to 
only increasing b, while size and age at asymptote are chiefly determined by variaƟon in 
C2.  
 
The brute‐force approach to find the opƟmal parameter combinaƟon to fit all life‐history 
traits simultaneously, provided an overview of the opƟmisaƟon landscape, which clearly 
showed a unimodal peak (Appendix S5.3). JMat = 1.8, C1 = 0.33 and Cu = 0.33 yielded the 
best fits, but note  that model parameters  interacted. Using slightly diﬀerent values  for 
Tref, JMat, C1 and Cu results in corresponding changes in esƟmated values for C2 and b. 
Model fits  to  the D. magna data generally  resulted  in good fits  (Table 5.6), capable of 
capturing  the non‐linearity  in  the data  (Figure 5.8). Fiƫng each geneƟc  line separately 
resulted  in  parameter  esƟmates  that  diﬀered  subtly  between  the  three  geneƟc  lines, 
 
Figure 5.6. Growth increment (in mm3 d-1) for small (a) and large (b) Daphnia magna. 
Data are extracted from individual-based Von Bertalanffy growth curves. Black curves are 
smoothed averages.  
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with  the  lowest  value  for  b  and  C2  in  geneƟc  line  E,  giving  rise  to  its  larger  size  at  
maturity and asymptote (see Appendices S5.4 and S5.5). 
 
Discussion 
 
As it is increasingly unlikely that a single, general mechanism can explain the TSR, a more 
fruiƞul approach could be to consider mulƟple mechanisms, each with their own domain 
of  applicability. We  followed  the  suggesƟon  by  Forster  and  Hirst  (2012)  to  examine 
temperature  eﬀects  on  size  separately  for  diﬀerent  life  stages. We  observed  thermal 
responses  in  size  at maturity,  asymptoƟc  size,  and  in  neonate  size  (Figure  5.2).  The 
strength  of  these  thermal  responses  diﬀered  across  life  stages,  being  stronger  for 
asymptoƟc  size,  while  the  thermal  response  in  neonate  size  was  non‐linear, 
demonstraƟng substanƟal variaƟon in the form of the TSR even within the same species. 
We  also  found  that  the  geneƟc  lines  responded  diﬀerently  to  temperature  for 
 
Figure 5.7. Visualisation of the effect of model parameters b (temperature dependent 
extra allocation to development) and C2 (temperature dependence of maintenance rate) on 
age and size at maturity (left) and age and size at asymptote (panel b). Colours represent a 
temperature range from 10 °C (dark blue) to 30 °C (dark red). Note that the predictions for 
10 °C remain unchanged as this is the reference temperature in this study. The open 
circles for asymptotic size (panel b) coincide with the filled circles, but are offset by 0.5 
mm3 to improve visual clarity. See Supplement for more values for the parameters.  
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Figure 5.8. Result of rate model optimization to empir ical data on Daphnia magna. 
Life-history traits were fitted simultaneously. Data are plotted as open circles, Colors 
denote different genetic lines: Blue: line C; red: line D; green: line E. Model fits are 
shown as continuous lines and the optimal values for parameters b, Cu, C1 and C2 are 
given in Table 5.6.  
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asymptoƟc size, but not size at maturity (Table 5.2). This suggests that the physiological 
mechanisms  governing  size  at maturity  are  disƟnct  from  those  governing  asymptoƟc 
size, which together with the variaƟon  in the shape of thermal responses observed  for 
diﬀerent  size metrics  (see Figure 5.2), makes  it unlikely  that a  single mechanism gives 
rise to the TSR.  
 
We found that development rate has a stronger thermal dependency compared to that 
of  growth  such  that development becomes  relaƟvely  faster  at higher  temperatures  in 
Daphnia magna  (Figure 5.3). AddiƟonally, by  including mulƟple geneƟc  lines, we  could 
demonstrate that diﬀerences across geneƟc lines in their thermal sensiƟvity of this raƟo 
corresponded to the paƩern in size at maturity, with geneƟc line E having relaƟvely high 
growth rates and large size at maturity. These results support the mechanism proposed 
to explain the TSR by Van der Have and De Jong (1996). Other researchers have likewise 
found  a  temperature‐dependent  shiŌ  in  the  raƟo  between  somaƟc  growth  rate  and 
development  rate  (Walters and Hassall, 2006; Forster and Hirst, 2012), suggesƟng  that 
such decoupling is an important part of explaining the TSR (Forster et al., 2011a), at least 
at maturity.  
 
For  asymptoƟc  size,  diﬀerences  in  resource  allocaƟon  do  not  maƩer  (Figure  5.7), 
although they do aﬀect age at asymptoƟc size. Consequently, the Ɵme needed to grow 
to  asymptoƟc  size does depend on  resource  allocaƟon  and may  take  longer  than  the 
natural lifespan of an animal. Indeed, increased adult mortality has been suggested as an 
ulƟmate cause  for earlier maturaƟon of animals under warm condiƟons  (Kozłowski, et 
al., 2004), although the thermal sensiƟvity of survivorship appears to be  insuﬃcient on 
average to explain the TSR (AngilleƩa et al., 2004), at least in a lab seƫng. Our results do 
support  the second mechanism which may explain  the TSR:  resource  limitaƟons which 
become  stronger  at  higher  temperatures  and  larger  body  size,  causing  growth  to 
decelerate at a  smaller  size at warmer  temperatures. Stronger  limitaƟon on growth  in 
high  temperatures  was  indicated  by  the  declining  contribuƟon  of  adult  growth  to 
asymptoƟc  size  in  D. magna  as  temperatures  rise  (Figure  5.4),  by  growth  rates 
deceleraƟng at a smaller body size under warmer condiƟons (Figure 5.5), and by diﬀering 
thermal reacƟon norms for small and large animals (Figure 5.6). These results all suggest 
there is an upper ceiling to the asymptoƟc size that can be aƩained and that this ceiling 
is either  removed or  raised  in colder  temperatures. A  large asymptoƟc  size  in  the  low 
temperatures was not aƩained by fast adult growth but mainly by an extended growth 
period  (Table  5.4).  Similar  paƩerns  have  been  documented  for  other  species  like  the 
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isopod  Idotea balƟca and the  fish  Pleurogrammus azonus  (Strong  and Daborn,  1980; 
Sutcliﬀe et al., 1981; Panov and McQueen, 1998; Morita et al., 2015). This suggests that 
the eﬀects on growth depend on interacƟve eﬀects between temperature and body size 
in accordance with the noƟon that resources become more  limited at  larger body sizes 
and warmer condiƟons. Given that both  food was supplied ad libitum and all test vials 
had conƟnuous contact with air, neither food nor oxygen limitaƟon would appear likely. 
However, resource supply needs to be viewed in the context of resource demand and it 
could  be  that  limitaƟons  arise  from  capacity  becoming  insuﬃcient  to meet  demand. 
Indeed,  Hanazato  and Dodson  (1995)  demonstrated  size  reducƟons  in  Daphnia pulex 
when reared under  low oxygen condiƟons at 21°C. Their study did not  include diﬀerent 
temperatures,  but  we  previously  showed  for  the  crustacean  Asellus aquaƟcus  that 
growth was constrained especially under warm and hypoxic condiƟons, suggesƟng that 
oxygen  limitaƟon  is  a  prerequisite  for  the  TSR  to manifest  (Hoefnagel  and  Verberk, 
2015), even in an animal that is quite tolerant to hypoxia (Hervant et al., 1998). 
 
Our  resource  allocaƟon  model  could  mimic  the  mechanisms  featuring  in  the  two 
Genetic 
line 
b Cu C1 C2 SSres 
R2 for  
Vmax, AmaxV, Vmat, Amat 
All 0.008 0.333 0.350 1.011 8.803 0.57 + 0.64 + 0.21 + 0.57 
  0.0F 0.333 0.333 1.017 14.256 0.55 + 0.45 + 0.12 + 0.54 
  0.008 0.333 0.383 1.0F 18.288 -0.37 + 0.68 + 0.18 + 0.56 
C 0.014 0.333 0.350 1.010   0.71 + 0.58 + 0.28 + 0.64 
D 0.006 0.333 0.350 1.013     
E 0.001 0.333 0.350 1.007     
Table 5.6. Parameter  values resulting from optimization of the rate model to 
empirical data of Daphnia magna. Traits were fitted simultaneously for all genetic lines 
lumped and for each line separately. Model fits for all genetic lines are also reported for 
when parameter b was fixed at 0.0 or C2 was fixed at 1.0 (indicated by F). JMat = 1.8 and 
f2 = 0.8. R2 show goodness of fit for each of the four traits (Vmax = asymptotic size, 
AmaxV = age at asymptote, Vmat = size at maturity, Amat = age at maturity). R2 for fits 
on separate genetic lines give the goodness of fit for the three fits combined.  
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diﬀerent  explanaƟons,  with  temperature‐dependent  allocaƟon  (the  b  parameter) 
aﬀecƟng  size  at  maturity,  but  not  asymptoƟc  size  (Figure  5.7a),  while  a  steeper 
temperature  dependence  of  the maintenance  rate  compared  to  uptake  rate  (the  C2 
parameter) gives rise to resource limitaƟons at asymptoƟc size (Figure 5.7b). By allowing 
b and C2 to vary while keeping the same opƟmal values for JMat, Cu and C1 it is possible 
to compare the relaƟve eﬀect of changes in b and C2 and thus isolate the eﬀects of each 
of the two mechanisms. When excluding the allocaƟon mechanism, by fixing parameter 
b  at  0.0,  we  could  sƟll  obtain  reasonably  good  fits  as  increased  values  of  C2  could 
somewhat compensate to generate comparable fits for size at maturity (but not age at 
maturity)  (Table  5.6).  However,  fits were  poor when  parameter  C2 was  fixed  at  1.0, 
especially  for  asymptoƟc  size,  indicaƟng  that  the  diﬀerence  in  thermal  sensiƟvity 
between uptake and maintenance expressed by C2  is essenƟal  for generaƟng  thermal 
responses in asymptoƟc size. The esƟmated values for C2 of 1.014 and 1.017 (when b is 
fixed  to  0)  corresponded  to Q10  values  for maintenance  of  2.30  and  2.37, which  are 
within the common range for biological rates (Daoud et al., 2007). 
 
In our model, growing animals gradually decrease allocaƟon  to growth,  culminaƟng  in 
allocaƟng all surplus energy towards reproducƟon when they reach asymptoƟc size. The 
consequence  is  that  the raƟo between resources allocated  to growth on  the one hand 
and  those  allocated  to  either  development  or  reproducƟon  on  the  other  hand 
necessarily changes with size, making  it diﬃcult to completely disentangle the eﬀect of 
resource limitaƟon from allocaƟon, even when the parameter b is fixed at 0.0. Fixing b at 
0.0 did set the allocaƟon raƟo between development and growth to a constant value at 
0.5  *  Vmax  across  temperatures,  but  parameter  changes  resulƟng  in  diﬀerences  in 
asymptoƟc size will be accompanied by diﬀerences in allocaƟon raƟos for a given size. 
The resource allocaƟon model gave diﬀerent parameter esƟmates for the geneƟc  lines, 
reflecƟng  the observed diﬀerences  in growth and development  rates between geneƟc 
lines.  GeneƟc  line  E, which  grew  fastest  and  to  the  largest  size  also  had  the  lowest 
esƟmate for parameter b, which means that a higher resource allocaƟon to growth was 
maintained under warm condiƟons. 
 
Tests and improvements of the model 
The  resource  allocaƟon model  served  to  get  a qualitaƟve  view  of  the  contribuƟon  of 
diﬀerent mechanisms  to  the TSR. Some parameters were fixed because  they were not 
the focus of this study, but goodness of fit may correlate with the actual value at which 
these  extra  parameters  were  fixed.  The  reference  temperature  was  fixed  at  10  °C, 
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because this was the lowest tested temperature. A lower reference temperature of 9 °C 
improved the fit of separate geneƟc lines as this allowed variaƟon in the predicted size at 
10 °C. The fracƟon of uptake for soma (f2) was fixed at 0.8 (Table 5.1) and tests showed 
that higher  or  lower  values  for  f2  did  not  improve model  fits  to data.  Increasing  this 
fracƟon  increases  energy  allocaƟon  to  growth  plus  maintenance  and  consequently 
increases  body  size  and  age  at maturity,  but  had  no  or  very  small  eﬀects  on  age  at 
asymptote  (Appendix  S5.2). Moreover, eﬀects of b  and C2 on  size and  age  at  a  given 
stage  remained  similar  for diﬀerent values of  f2,  indicaƟng  that qualitaƟve predicƟons 
(i.e. the paƩerns shown  in Figure 5.7) are robust to such diﬀerences. The ability of the 
resource  allocaƟon model  to  fit  the  data  on  life‐history  traits  could  in  principle  also 
depend on  the  calculaƟon of  those  life history  traits. Age and  size at asymptote were 
both based on esƟmated Von Bertalanﬀy growth  curves,  in which  the Von Bertalanﬀy 
growth parameter K was fixed at 0.046 across all temperatures, because it interacts with 
Vmax  (Pauly,  1979),  which  is  the  parameter  we  wanted  to  esƟmate  for  each 
temperature.  The  precise  value  of  K  =  0.046  was  chosen  because  it  resulted  in  the 
highest number of successful fits for individual Daphnia growth curves. While increasing 
or  decreasing  this  value  slightly  altered  the  average  esƟmated  Vmax,  it  did  not 
qualitaƟvely alter the paƩern (for example, geneƟc line E sƟll showed the strongest TSR; 
Appendix S5.1).  
 
Fiƫng  all  4  life‐history  traits  in  one  opƟmizaƟon  considerably  reduced  respecƟve  R2s 
(Table 5.6) relaƟve to allowing diﬀerent parameter values for each trait suggesƟng that 
either the opƟmal set of parameter values went undetected or that there is no single set 
of parameter values that can adequately fit the traits at maturity and those at asymptote 
simultaneously. This  suggests  that physiological  rates  change during  the  lifeƟme of D. 
magna, probably related to body size or developmental stage and possibly such that the 
thermal  sensiƟvity  of  rates  depend  on  body  size,  i.e. mass  exponents  diﬀering  with 
temperature (see also Kozłowski, 2004; Verberk and Atkinson, 2013).  
 
Conclusion 
In  conclusion,  the  widespread  observaƟon  that  animals  are  smaller  in  warm 
environments  than  in  cold  environments  needs  to  be  contextualized  and  considered 
separately  for diﬀerent  life stages. Temperature‐size  responses manifested at maturity 
diﬀer  from  those manifested at asymptoƟc size and  from  the  transgeneraƟonal eﬀects 
on oﬀspring  size. We provide  evidence  that  temperature  induced  resource  limitaƟons 
govern  thermal  plasƟcity  in  asymptoƟc  size,  whereas  thermal  shiŌs  in  allocaƟon  of 
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resources may  completely  or  partly  give  rise  to  thermal  plasƟcity  in  size  at maturity. 
Diﬀerent mechanisms may  act  in  concert  and by  combining  these mechanisms  into  a 
single resource allocaƟon model, we could isolate the disƟnct underlying mechanisms for 
the diﬀerent manifestaƟons of the TSR. Such models therefore provide a promising tool 
for  answering  a  long‐standing  quesƟon  and  illustrates  the  need  of  explicitly 
disƟnguishing the size measure that is studied. We encourage researchers to include age
‐at‐size and growth rate  in their analyses, because they help defining the temperature‐
size rule more precisely and could aid in clarifying and explaining observed thermal size 
responses. 
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Supplement to chapter 5 
 
Appendix S5.1. Eﬀect of fixing parameter K. 
K  is  a  parameter  in  the  Von  Bertalanﬀy  growth  funcƟon  that  determines  the  rate  at 
which the asymptote (Vmax) is approached. 
Values within  the  range  of  K=0.026  unƟl  K=0.066  result  in  R2  for  all  Von  Bertalanﬀy 
growth curves > 0.85, and esƟmates for Vmax vary slightly within this range,  indicaƟng 
that fixing K does not greatly impair the fiƫng of the Von Bertalanﬀy growth funcƟon to 
individual growth data.  
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Appendix S5.2. Eﬀect of f2 (fracƟon to soma) on model predicƟons. 
The fracƟon of energy uptake that is allocated to soma (growth + maintenance) was fixed 
at 0.7 (top row), 0.8 (middle row) or 0.9 (boƩom row).  Its value aﬀects absolute values 
for  the  life‐history  traits,  but  does  not  change  the  paƩern.  The  values  for  other 
parameters were kept constant during this model check (b = 0, Cu = 0.4, C1 = 0.34, C2 = 
1.02, JMat = 1.7, J2g = 967.5). Note the diﬀerences in y‐axis scaling.  
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Appendix S5.3. Results of brute‐force opƟmizaƟon. 
Below we calculated the combined sum of squared residuals for all four life‐history traits. 
We tested a range of values for all parameters. Combined SSres was calculated as 
   (SSVmax‐SSres1)/(SStot1‐SSres1)*10 + (SSAmaxV‐SSres2)/(SStot2‐SSres2)*10 + 
   (SVmat‐SSres3)/(SStot3‐SSres3)*10 +  (SSAmat‐SSres4)/(SStot4‐SSres4)*10, 
Where SS_trait is the realized SSres for each trait, SStot_n (where n is between 1 and 4) 
is  the maximum  allowed  sum  of  squares  (model  equals  a  horizontal  line  through  the 
average value)  for each  trait and SSres_n  is  the sum of squares  in case of a perfect fit 
through  the  averages  at  each  test  temperature  for  each  trait.  This  method  scales 
combined SSres from 0 (perfect fit) to 40 (maximum allowed SSres). Grey dots  indicate 
combined SSRes > 40. The tested ranges are b = 0.00 – 0.03; Cu = 0.3 ‐ 0.6; C1 = 0.2 ‐ 0.5; 
C2 = 1.00 – 1.04, resoluƟon b and C2 = 20 steps, Cu and C1 = 10 steps, JMat = 1.7, 1.8, 
1.9, 2.0, 2.1. Lowest SSres = 7.96, was found at Cu = 0.333, C1 = 0.333, b = 0.007, C2 = 
1.014 and JMat = 1.8.  
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Appendix  S5.4.  Model  simulaƟon  for  geneƟc  lines  when  all  traits  are  fiƩed 
simultaneously. The first panel shows the Sum of squared residuals (SSres) for all values 
of b and C2 at JMat = 1.7, Cu = 0.333 and C1 = 0.333, f2 = 0.8 and Tref = 10. The other 
panels show the landscape of SSres when fiƩed for data on geneƟc lines separately. The 
best fit diﬀers between geneƟc lines. Colours denote SSres, where grey means SSres > 40 
and brighter yellow means lower values. 
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Appendix S5.5. Model predicƟons for geneƟc lines separately. Model parameters b and 
C2 were allowed to vary between geneƟc lines, so that the intercept is constant, but the 
slope  of  the  curves  can  vary.  Colours  represent  geneƟc  line  C  (blue),  D  (red)  and  E 
(green). Parameter values as in Table 5.6.  
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Abstract 
 
Knowledge on the mechanisms underpinning thermal tolerance in animals is 
important for predicting their responses to climatic warming. Although it is well known 
that acclimation conditions, ramping rate, and start temperature can affect the 
outcome of heat trials, the associated temporal aspect of thermal tolerance is not 
usually considered. Survival of thermal stress depends on the duration as well as on 
the intensity of the test temperature and both aspects have been suggested to be 
linked via a trade–off, such that animals are either more tolerant to chronic moderate 
stress or to acute intense stress. We tested our hypotheses that (1) survival under 
chronic low-intensity stress depends more on oxygen metabolism, while (2) survival 
under acute high-intensity heat stress depends more on protein integrity.  
We used static temperature trials at 31, 32, 33.5 and 35°C to assess survival in the 
gammarids Dikerogammarus villosus and Echinogammarus trichiatus. We acclimated 
the gammarids to several oxygen and temperature regimes and tested the effect of a 
prior heat shock and acute oxygen conditions on survival in the heat trials.  
Treatments modulated the effects of duration and intensity in different ways. We 
conclude that factors that promote survival under chronic low intensity stress 
(acclimation to hypoxia and heat shock) predominantly reduce survival under acute 
high intensity stress and vice versa (testing under hypoxia), which constitutes a 
potential trade-off. A heat shock, contrary to our hypothesis, increases survival under 
moderate stress. Acclimation to warm temperature increased both survival under long 
term moderate and short term intense stress. Furthermore, our data indicate that 
effects related to oxygen limitation become stronger as duration of thermal stress 
increases and intensity reduces.  
 
View from the south bank of the river Waal near Nijmegen. 
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IntroducƟon 
 
n  ectotherms,  temperature  aﬀects most,  if  not  all,  physiological 
rates such as growth, ontogeneƟc development and reproducƟon. 
Above‐opƟmal  temperatures  may  impair  normal  funcƟoning  of 
individuals and  species. Temperature  is a main determinant of a 
species’  geographical  range.  For  example,  thermal  tolerance 
ranges proved to be strong predictors of the geographical range in 
a clade of diving beetles (Calosi et al., 2010). The possibility to predict geographical range 
limits  imposed  by  temperature  is  enƟcing  (Rezende  et  al.,  2014),  especially  when 
considering invasive species.  
However,  we  do  not  fully  understand  the  physiological  mechanisms  by  which 
temperature acts on organisms  (Clarke and Fraser, 2004) and which processes actually 
cause individuals to succumb to extreme temperatures (Jørgensen et al., 2016). Extreme 
heat can cause protein denaturaƟon and membrane  instability that  impair vital cellular 
funcƟons  leading  to  the death of an animal  (Cossins and Bowler, 1987). On  the other 
hand,  temperature  has  been  argued  to  push  oxygen  demand  beyond  the  individual’s 
capacity  to  take  up  and  deliver  oxygen  to  the  relevant  Ɵssues.  This  may  be  the 
mechanism  underpinning  funcƟonal  limitaƟon  and  mortality  when  exposed  to  heat 
stress  (Pörtner  et  al.,  2006).  However,  since  oxygen  shortage,  loss  of  protein  and 
membrane  funcƟon occur  simultaneously,  it  is diﬃcult  to disƟnguish which one  is  the 
cause of  the other  (e.g. Verberk et al., 2016b and  references  therein). This problem  is 
partly due to the nature of heaƟng trials. In the dynamic method, an animal is placed in 
an  intermediate  temperature  and  gradually  warmed  up  unƟl  a  defined  endpoint  is 
reached,  such  as  loss  of  movement,  the  onset  of  spasms,  or  loss  of  equilibrium 
(LuƩerschmidt  and  Hutchison,  1997).  Ramping  trials  are  frequently  used  to  assess 
thermal  limits  and  the  rates  of  temperature  increase  are  relaƟvely  fast,  potenƟally 
masking any sequenƟal eﬀects of temperature. Some eﬀects of temperature may need 
I 
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more Ɵme and are overruled by other, faster acƟng eﬀects  in a ramping trial. Also, the 
thermal  limits  found  in  these  studies  are  frequently  far  above what  an  animal would 
experience in their environment, casƟng doubt on the ecological relevance of such short‐
term,  rapid  ramping  trials.  Furthermore,  factors  such  as  ramping  rate  and  starƟng 
temperature can aﬀect the outcome of the trials (Terblanche et al., 2007; Rezende et al.,  
2014; Moreƫ et al., 2017) making it diﬃcult to compare results between studies.  
In contrast,  in the staƟc method, an animal  is placed  in a constant high temperature to 
assess survival, which may allow the researcher to disƟnguish between mechanisms that 
occur close to or further away from the upper thermal limit of a species, but may be only 
manifested over longer Ɵme periods. The results of staƟc methods are more suitable to 
disentangle the eﬀects of duraƟon and intensity of thermal stress. 
While  duraƟon  and  intensity  of  thermal  stress  appear  as  two  representaƟons  of  the 
same currency,  it was recently suggested that a trade‐oﬀ exists between the resistance 
of an organism  to  these  two aspects of  thermal  stress  (Rezende et al., 2014). Animals 
(individuals or species) that withstand extreme temperatures, albeit for a short duraƟon, 
perform  less at  longer  lasƟng moderate thermal stress, while animals that are beƩer at 
surviving moderate stress of long duraƟon, tend to be less tolerant when challenged by 
acute thermal extremes (see Figure 6.1). The idea of such a trade‐oﬀ was conceptualized 
by Rezende  et  al.  (2014).  In other words,  there  seems  to be  a  trade‐oﬀ between  the 
intercept  and  the  slope  of  the  survival‐over‐temperature  curve  (also  thermal  death 
curve, TDT) and thus, aŌer switching the axes, is a high CTmax associated with a high z, 
which means that temperature has to decrease a lot in order to increase survival. In the 
presence of such a trade‐oﬀ, survival under moderate temperature stress and survival at 
extreme temperature stress likely depend on diﬀerent mechanisms.  
Proper  funcƟoning  of  proteins  and  membranes  is  likely  distorted  at  extreme 
temperatures, whereas accumulaƟng oxygen deficits are more  likely to cause mortality 
at  somewhat  lower  temperatures  that  sƟll  allow  protein  and membrane  funcƟoning 
(Verberk et al., 2016a). However, the temperatures at which these distorƟons occur may 
be  lower  in  the presence of a second stressor, such as hypoxia  (McBryan et al., 2013). 
We  therefore  hypothesize  that  hypoxia  during  heat  trials will  shorten  survival  under 
moderate  stress  and  that  treaƟng  animals with  a  heat  shock  prior  to  heat  trials will 
especially aﬀect survival under acute extreme stress. We further hypothesize that warm 
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acclimaƟon  and  acclimaƟon  to  hypoxia  increase  survival  mostly  at  moderate  test 
temperatures, since acclimaƟon may enhance oxygen uptake ability and thus reduce the 
mismatch  between  oxygen  demand  and  supply  during  heat  trials.  We  also  tested 
whether  acclimaƟon  or  test  condiƟons  altered  the  CTmax  and  z‐values  in  tandem, 
generaƟng  a  trade‐oﬀ  or  whether  they  could  be  changed  independently  from  one 
another. Literature  suggests an eﬀect of body  size on  thermal  tolerance  (e.g. Di Santo 
and  Lobel, 2017) and we hypothesize  that  smaller  individuals perform beƩer at acute 
extreme  stress,  mainly  because  smaller  aquaƟc  individuals  have  a  more  favourable 
balance between oxygen demand and uptake under these condiƟons  (see Verberk and 
 
Figure 6.1. Conceptual representation of the trade-off between survival at chronic low-
intensity stress and survival at acute high-intensity stress. The three lines represent 
different groups of animals, belonging to different species or having received different 
treatment (e.g. acclimation conditions) (a). Increases in CTmax, arbitrarily defined as the 
temperature that an organism can survive for 1 minute, lead to decreased survival at low 
intensity chronic stress (i.e. the lines cross). The trade-off is shown in panel (b), where a 
low CTmax is associated with a low value for z, which is defined as the slope of the 
temperature-over-survival-time curve (i.e. the axes are switched). Thus, the disadvantage 
of a low CTmax is associated with the advantage of greatly lengthened survival when heat 
stress is less intense.  
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Atkinson, 2013). 
Dikerogammarus villosus  (Sowinsky, 1894)  is a successful  invasive gammarid amphipod 
that originated in the Ponto‐Caspian region and reached The Netherlands by 1994 (Bij de 
Vaate  and  Klink,  1995).  It  prefers  shallow  waters  or  the  splash  zones  of  rivers  with 
explicitly high oxygenaƟon (Boets et al., 2013). D. villosus was found to have lower lethal 
temperatures  than other gammarid  species, both  invasive and naƟve  (Maazouzi et al., 
2011). This sensiƟvity to high temperatures may mean that the weakness of D. villosus is 
survival  at  extreme  temperatures,  but  if  a  trade‐oﬀ  between  survival  at  intense  and 
moderate  stresses  is  present  in  this  species,  it might mean  that D. villosus  performs 
beƩer  at  moderately  high  temperatures  compared  to  other  gammarids.  Conversely, 
given  its habitat preference  for good oxygenaƟon, D. villosus  is predicted  to be a poor 
oxy‐regulator and may consequently show stronger responses to heat and hypoxia. This 
makes D. villosus ideally suited to study the eﬀects of oxygen availability, hardening and 
acclimaƟon on survival under heat stress. 
 
Methods 
 
CollecƟon and maintenance in the lab 
We  used  freshly  collected mature males  and  females  of  Dikerogammarus villosus  to 
assess the impact of acute temperature and oxygen condiƟons on thermal tolerance and 
the  change  in  response  aŌer  acclimaƟon  to  diﬀerent  temperature  and  oxygen 
condiƟons. 
D. villosus were  collected  from  the  river Waal,  near Nijmegen,  The Netherlands.  They 
were highly abundant on the rocky sides of small groins close to the water surface. The 
gammarids were collected by liŌing stones and sweeping with large kitchen sieves, mesh 
size 2 mm. Around 1500  individuals were brought to the  lab  in 10 L buckets along with 
120 L of site water per collecƟon date. They were divided  into two size classes (smaller 
or larger than ± 10 mm) and four aquaria per size class to diminish cannibalism and then 
acclimated to a combinaƟon of either 10 °C or 20 °C (realized temperature: 11.7 °C ±1.7 
and 20.5  °C ±2.0) and either 10 kPa or 20 kPa oxygen parƟal pressure  for at  least one 
week,  but  up  to  9  weeks  prior  to  heat  trials.  Each  aquarium  contained  100‐200 
individuals. We collected animals in six batches between spring 2015 and spring 2016.  
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AcclimaƟon was done  in a conƟnuous‐flow‐through system  in which  two header  tanks 
were  aerated  with  a  constant  mix  of  pure  oxygen  and  nitrogen  gas  using  gas  flow 
controllers  (M+W  Instruments, Mass‐Stream  D‐6341‐DR)  to  reach  the  desired  oxygen 
content. Waal water (filtered through 106 µm mesh) flowed from the header tanks into 
four 8 L glass aquaria. All 8 aquaria (2 temperatures x 2 oxygen contents x 2 size classes) 
were equipped with an overflow tube that led to a common aquarium at the boƩom of 
the setup. A biological filter (Superfish, Model Pont‐Flow Eco 3000) was aƩached to this 
common aquarium and water was pumped to the header tanks at the top of the setup 
by another pump. This system of conƟnuous flow ensured constant condiƟons and that 
water  was  filtered  around  eight  Ɵmes  per  day.  Temperature  was  kept  constant  by 
immersing each aquarium  in one of four  large trays with temperature controlled water 
(Grant Industries TXF200). Gammarids were fed twice weekly with fish food (Sera Vipan) 
and live red mosquito larva (Chironomidae). Aquaria were enriched with one large stone 
(10‐15 cm diameter) and a Petri dish (10 cm diameter) filled with small stones (0.5‐3 cm 
diameter). Temperature and oxygen content of each aquarium was monitored daily.  
 
Pre‐treatment 
Eleven  individuals  were  randomly  collected  from  one  aquarium.  Animals  were 
transferred  to  25  °C  for  10  minutes  to  prevent  exposure  to  large  temperature 
increments. AŌer  this,  they were  either  immediately  transferred  to  the  heat  trials  or 
heat shocked for five minutes at 30 °C and leŌ in recovery at acclimaƟon temperature for 
120 minutes. AŌer  the  recovery and prior  to  the heat  trials  the heat  shocked animals 
were again transferred to 25 °C for 10 minutes to ensure similar starƟng condiƟons. All 
heat  trials  and  pre‐treatments  except  acclimaƟon were  performed  in Dutch  standard 
water  (DSW; 0.2 g/L CaCl2.2H2O, 0.18 g/L MgSO4.7H2O, 0.10 g/L NaHCO3 and 0.02 g/L 
KHCO3; NEN, 1980).  
 
Heat trials 
Ten live D. villosus were individually placed in small glass Petri dish lids (3 cm diameter) 
that  were  placed  on  a  nylon  mesh  top  (0.3  mm  mesh).  These  10  dishes  with  ten 
individuals were then placed in a temperature controlled water bath (Grant Instruments 
GP200, with 25  L DSW)  that was  conƟnuously aerated  for  the desired oxygen  content 
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and  conƟnuously filtered  through  a UV filter  (Sera UV‐C‐System 5W).  The nylon mesh 
ensured a constant oxygen content as fresh water could flow into the Petri dish with the 
animal  via  the  nylon mesh.  Survival  Ɵme was  tested  at  30,  31  °C  (moderate),  32  °C 
(strong), 33.5 °C (severe) or 35 °C (extreme) in combinaƟon with 5, 20 or 60 kPa O2. The 
highest  temperature  in  our  study  corresponds  to  the  lethal  temperature  reported  by 
Bruijs et al. (2001) for D. villosus. The water bath was lit by a halogen lamp in addiƟon to 
indirect  sunlight  and  the  room  temperature  was  21  °C.  Short  trials  at  the  highest 
temperatures allowed for live observaƟon unƟl the end point was reached, longer trials 
were  video  recorded  (ThorLabs  Inc.  1.4  megapixel  CCD  camera  with  ThorLabs  APT 
ThorCam soŌware version 2.6.7064) for later analysis and the longest trials were filmed 
in  2 minute  segments  at  10 minute  intervals  using  Tiny  Task  soŌware  (Tiny  Task  for 
Windows 1.45 Vista‐soŌware).  
 
End point 
The gammarids exhibited a very specific and repeatable behavioural paƩern towards the 
end point during  the heat  trials. Gammarids would swim  fast  in circles  inside  the Petri 
dish upon start of the heat trial or heavily twitch at the highest temperature. AŌer their 
movements become less intense, they used their pereopods to aƩach to the mesh in the 
Petri dish  and  remain  staƟonary. Pleopod movement  could be observed  in  this  stage. 
Antennae and pereopods, especially the first two pairs of pereopods, conƟnue to move 
for up to 10 minutes aŌer pleopod movement has halted. At this stage, the three pairs of 
pleopods are equally  spaced and almost perpendicular  to  the  telson. The body  slowly 
stretches just prior to death, although some twitches of appendages could be observed 
aŌer this point. Complete  immobility,  ignoring the twitches, was used as the end point 
for all heat trials. 
 
Post mortem treatment 
All animals were individually stored in 70% ethanol unƟl species, sex and wet mass were 
determined. D. villosus was disƟnguished by presence of two ‘volcano shaped’ tubercles 
on the urosome and a  large  lobe on the first segment of pereopods 7. E. trichiatus was 
disƟnguished from E. ischnus by having more spines on the urosomes (3‐5 compared to 1
‐2; Van Haaren, 2015).  Sex was determined based on  setae on  the  shorter  antennae, 
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which are much more prominent in males of both species. Our samples consisted of 70% 
Dikerogammarus villosus  (63%  females),  29%  Echinogammarus trichiatus  (MarƟnov, 
1932)  (69%  females) and 1% Echinogammarus ischnus  (Stebbing, 1899). We  focus our 
analyses on D. villosus and E. trichiatus.  
Mass was determined by gently bloƫng the preserved animal on Ɵssue paper and then 
adding  it  to  a  pre‐weighed  cup  of  water  on  a  balance  (MeƩler‐Toledo  XA105, 
Switzerland). This prevents evaporaƟon of the alcohol and helps stabilizing the weight on 
the balance. Mass was noted to the nearest 0.1 mg. 
 
StaƟsƟcal analyses 
All staƟsƟcal analyses were performed  in R  (R‐Core‐Team, 2016). The great number of 
predictor  variables  did  not  allow  us  to  use  a  full  factorial  design  (this  would  have 
required 2 acclimaƟon temperatures x 2 acclimaƟon oxygen condiƟons x 3 test oxygen 
condiƟons x 2 heat shock groups x 4 test temperatures = 96 trial groups), so we made 
subsets of  the data  in which only  few predictor  variables  varied  and  the others were 
constant. AcclimaƟon condiƟons, test condiƟons and heat shock resulted in a total of 78 
trials,  from which 27  thermal death curves  could be fiƩed. Each  linear model had  the 
shape  log10(Death  Ɵme)  =  a  +  b*Test  temperature.  The  coeﬃcients  were  then 
transformed  into CTmax = ‐a/b and z = ‐1/b, where CTmax  is the temperature at which 
gammarids survived 1 minute (0 on a log scale) and z is the inverse of thermal sensiƟvity 
of  survival.  The  value  of  z  describes  how much  lower  the  temperature must  be  for 
survival  to  increase  one  unit  of  log10(Ɵme).  High  posiƟve  values  of  z  mean  low 
temperature  sensiƟvity,  so  that  survival  Ɵme  increases  only  slightly  with  lower  test 
temperatures.  
We designed  the  staƟsƟcal models  according  to  the  subsets of data.  Since high‐order 
interacƟons between predictor variables are hard to interpret, we only included two‐way 
interacƟons on both  the  intercept and  the  slope of  the TDT  curve. This allowed us  to 
study  the  eﬀect  of  each  variable  in  the  presence  of  others  and  sƟll  interpret  the 
outcome. For each research quesƟon we considered this the ‘full model’, which we then 
reduced based on AIC values. 
 
Animals  from  diﬀerent  collecƟon  Ɵmes  (batches) where  shown  to  diﬀer  in  their  heat 
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tolerance.  A  large  part  of  this  ‘batch‐eﬀect’  proved  to  be  explainable  by  the  river 
temperature at the Ɵme of collecƟon (explained variance 63‐84% depending on model). 
To avoid having to  include batch as a random factor  in our models, we determined the 
general  eﬀect  of  river  temperature  and  its  interacƟon  with  acclimaƟon  Ɵme  in  the 
presence of all other main eﬀects. We then standardized the data on death Ɵmes for the 
average river temperature and acclimaƟon Ɵme. This we feel is beƩer than just including 
collecƟon date as a random factor, which basically amounts to a black box.  
 
Results 
 
Three main models could be run (i.e. subsets of the data which gave balanced designs), 
dealing mainly  with  the  eﬀects  of  heat  shock  (Model  1),  the  eﬀects  of  test  oxygen 
condiƟons  (Model 2)  and diﬀerences  across  two  species with  regard  to  the  eﬀects of 
heat  shock  and  test  oxygen  (Model  3).  The  intercept  in  the  graphs  indicates  survival 
under  chronic  low‐intensity  heat  stress  and  the  intersecƟon  with  the  doƩed  line 
represents CTmax, which is the temperature at which animals could survive for 1 minute. 
 
 
Figure 6.2. Effect of oxygen conditions (5 kPa hypoxia, dashed line and tr iangles; 20 
kPa normoxia, solid line and circles) and heat shock (yes, orange; no, green) on survival 
under heat stress in Dikerogammarus villosus. Animals were acclimated to normoxia (20 
kPa, a) or hypoxia (10 kPa, b).  
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Model 1: eﬀect of acclimaƟon O2, heat shock and test O2 on survival of D. villosus 
Model  1  includes  data  on  amphipods  of  the  species  Dikerogammarus villosus, which 
were all acclimated  to 10  °C  (n=316). These animals were acclimated  to either 10 kPa 
oxygen  (n=146)  or  20  kPa oxygen  (n=170),  and  their  survival was  tested  under  5  kPa 
oxygen  (hypoxia,  n=134)  or  20  kPa  oxygen  (normoxia,  n=182).  Prior  to  tesƟng  their 
survival, they received a heat shock (5 min at 31 °C, n=154) or not (n=162). 
 
A  heat  shock  increases  the  intercept  of  the  TDT  curve  (t=3.052;  P=0.002,  Table  6.1, 
Figure 6.2), indicaƟng an improvement for chronic low intensity heat stress tolerance. It 
also  interacts  with  test  temperature,  altering  the  slope  of  the  TDT  curve  (t=‐3.461; 
P<0.001), which  results  in  increased  thermal  sensiƟvity  (low  z)  and  a decreased  acute 
heat tolerance (i.e. CTmax). 
Test oxygen  (5 or 20  kPa) has  similar eﬀects, with  test hypoxia  reducing  chronic heat 
Source Estimate Std. Error t-value P-value   
(Intercept) 17.8676 1.8092 9.876 < 0.001 *** 
Test_temp -0.5116 0.0539 -9.494 < 0.001 *** 
AccO2 -0.2600 0.1080 -2.407 0.017 * 
Heat_shockyes 3.4029 1.1151 3.052 0.003 ** 
TestO2 5 -7.2751 1.1078 -6.567 < 0.001 *** 
Test_temp:AccO2 0.0077 0.0033 2.341 0.020 * 
Test_temp:Heat_shockyes -0.1124 0.0325 -3.461 < 0.001 *** 
Test_temp:TestO2 5 0.2067 0.0310 6.672 < 0.001 *** 
AccO2:Heat_shockyes 0.0214 0.0148 1.452 0.148   
AccO2:TestO2 5 0.0073 0.0155 0.470 0.638   
Heat_shockyes:TestO2 5 1.4243 0.3130 4.550 < 0.001 *** 
AccO2:Heat_shockyes:TestO2 5 -0.0889 0.0226 -3.928 < 0.001 *** 
Table 6.1. Summary table of linear  model on effect of oxygen conditions and heat 
shock on survival time under heat stress. Residual standard error: 0.4316 on 304 degrees 
of freedom; Adj. R2:  0.687; P-value: < 0.001.  
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tolerance  (t=‐6.567; P<0.001, Table 6.1), and decreasing  thermal sensiƟvity  (z;  t=6.672; 
P<0.001, Table 6.1). 
AcclimaƟon  oxygen  (10  or  20kPa)  contrasted  with  the  eﬀects  of  test  oxygen,  with 
acclimaƟon  to  hypoxia  improving  chronic  heat  tolerance  (t=‐2.407;  P=0.017),  and 
increasing  the  slopes  of  the  TDT  curve,  resulƟng  in  an  increased  thermal  sensiƟvity 
(t=2.341;  P=0.020  Table  6.1).  The  eﬀect  of  test  hypoxia  is  larger  than  the  eﬀect  of 
acclimaƟon hypoxia. 
 
The  improvement  in  chronic  heat  tolerance  following  a  heat  shock  is  stronger when 
tested under hypoxia  (t=4.550;  P<0.001),  suggesƟng  that hardening  reduces  the  long‐
term sensiƟvity to hypoxia. This eﬀect itself proved to be diﬀerent between hypoxia and 
normoxia  acclimated  animals  (t=‐3.928;  P<0.001,  Table  6.1,  Figure  6.2),  such  that  the 
improved  chronic  heat  tolerance  aŌer  a  heat  shock was  strongest  in  animals  tested 
under hypoxia and acclimated to hypoxia.  
 
 
Figure 6.3. Effect of test oxygen in combination with acclimation temperature (a) 
and acclimation oxygen (b) on survival under heat stress. Each level of either acclimation 
temperature or acclimation oxygen is combined with three levels of test oxygen (5 kPa O2: 
circles, 20 kPa O2: triangles, 60 kPa O2: plus signs).  
 
DiﬀerenƟal eﬀects of heat and hypoxia on survival: stress intensity and stress duraƟon 
6 
 151 
Model 2: Eﬀect of acclimaƟon condiƟons and test O2 on survival of D. villosus 
Model  2  includes  data  on  amphipods  of  the  species  Dikerogammarus villosus, which 
were not shocked (n=487). These animals were acclimated to either 10 °C (n=264) or 20 °
C  (n=223) combined with either 10 kPa oxygen  (n=135) or 20 kPa oxygen  (n=352), and 
Table 6.2. Summary table of linear  model on effect of test oxygen and acclimation 
conditions on survival under heat stress in Dikerogammarus villosus. Residual standard 
error: 0.4012 on 467 degrees of freedom. Adj. R2: 0.799; P-value: < 0.001.  
 
Source Estimate Std. Error t-value P-value   
(Intercept) 19.2493 2.4061 8.000 < 0.001 *** 
Test_temp -0.5763 0.0722 -7.980 < 0.001 *** 
TestO2 5 -22.6032 4.1001 -5.513 < 0.001 *** 
TestO2 60 0.1099 3.7977 0.029 0.977   
Acc_temp 0.2501 0.1258 1.989 0.047 * 
AccO2 -0.4941 0.1260 -3.920 < 0.001 *** 
TestO2 5:Acc_temp 0.3560 0.2060 1.728 0.084  
TestO2 60:Acc_temp -0.7397 0.2273 -3.254 0.001 ** 
TestO2 5:AccO2 0.6572 0.2331 2.819 0.005 ** 
TestO2 60:AccO2 0.5909 0.2291 2.579 0.010 * 
Test_temp:TestO2 5 0.6634 0.1227 5.408 < 0.001 *** 
Test_temp:TestO2 60 -0.0118 0.1154 -0.102 0.918   
Test_temp:Acc_temp -0.0056 0.0038 -1.466 0.143   
Test_temp:AccO2 0.0150 0.0038 3.913 < 0.001 *** 
Test_temp:TestO2 5:Acc_temp -0.0104 0.0064 -1.640 0.102   
Test_temp:TestO2 60:Acc_temp 0.0234 0.0070 3.358 < 0.001 *** 
Test_temp:TestO2 5:AccO2 -0.0196 0.0071 -2.772 0.006 ** 
Test_temp:TestO2 60:AccO2 -0.0179 0.0070 -2.552 0.011 * 
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their survival was tested under 5 kPa oxygen (hypoxia, n=110), 20 kPa oxygen (normoxia, 
n=204) or 60 kPa oxygen (hyperoxia, n=173).  
 
As  in model 1, hypoxia during  tesƟng  (5 kPa O2)  significantly decreased  survival under 
chronic  heat  stress  for  all  acclimaƟon  condiƟons  (t=‐5.513;  P<0.001,  Table  6.2), while 
providing extra oxygen  (60 kPa O2) during  tesƟng did aﬀect survival under chronic  low 
intensity heat stress to a lesser extent (t=0.029; P=0.977, Table 6.2) and the eﬀects were 
specific  by  acclimaƟon  condiƟons:  hyperoxia  had  stronger  eﬀects  in warm‐acclimated 
animals,  improving  survival  of  acute  thermal  stress,  compared  to  cold‐acclimated 
animals  (Figure 6.3a).  Similarly, hyperoxia during  tests had  stronger eﬀects  in hypoxia 
acclimated  animals,  compared  to  normoxia  acclimated  animals  (Figure  6.3b).  Thus 
hyperoxia  eﬀects  appeared  to  be  greater  in  animals  experiencing  warm,  hypoxic 
condiƟons during acclimaƟon and were manifested  stronger at 35  °C  (i.e. under acute 
thermal  stress).  These  eﬀects  in  turn  also  aﬀected  the  slope  of  the  TDT  curve, with 
hypoxia  flaƩening  the  slope  (i.e.  decreasing  thermal  sensiƟvity)  throughout  (t=5.408; 
P<0.001), whereas hyperoxia aﬀected the slope  in conjuncƟon with certain acclimaƟon 
 
Figure 6.4. Effect of heat shock (yes, orange; no, green) and test oxygen (5 kPa 
hypoxia, dashed line and triangles; 20 kPa normoxia, solid line and circles) on survival 
under heat stress of D. villosus (a) and E. trichiatus (b).  
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condiƟons  (t  =  2.552;  P=0.011,  Table  6.2).  AcclimaƟon  to  a  high  temperature  and 
acclimaƟon to low oxygen both increased survival under moderate heat stress (t = 1.989; 
P=0.047  and  t=‐3.920; P<0.001  respecƟvely). AcclimaƟon  to hypoxia  strengthened  the 
eﬀect of test hypoxia on chronic heat tolerance (t = 2.772; P=0.006, Table 6.2), although 
the laƩer strongly depends on whether animals received a heat shock or not (see Table 
6.1). 
 
Model 3: Eﬀect of test oxygen and heat shock on D. villosus and E. trichiatus 
Model 3  includes data on  amphipods of  the  species Dikerogammarus villosus  (n=170) 
and Echinogammarus trichiatus (n=133), which were all acclimated to 20 kPa oxygen and 
10 °C (n=303). Their survival was tested under 5 kPa oxygen (hypoxia, n=135) or 20 kPa 
Table 6.3. Summary table of linear  model on heat shock and test oxygen for  both 
species. Residual standard error: 0.4696 on 289 degrees of freedom, Adj. R-squared:  
0.6712, P-value: < 0.001.  
 
Source Estimate Std. Error t-value P-value   
(Intercept) 12.0889 1.1184 10.809 < 0.001 *** 
Test_temp -0.3408 0.0345 -9.888 < 0.001 *** 
SpeciesEt 0.7519 1.8254 0.412 0.681   
TestO2 5 -4.7522 1.5506 -3.065 0.002 ** 
Heat_shockyes 7.2442 1.9243 3.765 < 0.001 *** 
SpeciesEt:TestO2 5 -6.1420 2.7407 -2.241 0.026 * 
SpeciesEt:Heat_shockyes 9.7292 2.7874 3.490 < 0.001 *** 
Test_oxy5:Heat_shockyes -7.9116 2.5270 -3.131 0.002 ** 
Test_temp:SpeciesEt -0.0024 0.0556 -0.043 0.966   
Test_temp:TestO2 5 0.1331 0.0476 2.797 0.005 ** 
Test_temp:Heat_shockyes -0.2177 0.0588 -3.705 < 0.001 *** 
Test_temp:SpeciesEt:TestO2 5 0.1818 0.0827 2.199 0.029 * 
Test_temp:SpeciesEt:Heat_shockyes -0.3038 0.0840 -3.616 < 0.001 *** 
Test_temp:TestO2 5:Heat_shockyes 0.2364 0.0763 3.097 0.002 ** 
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Figure 6.5. Relation between CTmax and thermal sensitivity for  D. villosus and E. 
trichiatus. A total of 27 TDT curves were fitted and all panels show the same data, but 
symbols correspond to different treatment groups.  
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oxygen  (normoxia; n=168). Prior to tesƟng their survival, they received a heat shock  (5 
min at 31 °C; n=121) or not (n=182).  
 
In both species, test hypoxia greatly reduced chronic heat tolerance (t=‐3.065; P=0.002, 
Table 6.3) and a heat shock increased chronic heat tolerance (t=3.765; P<0.001, see also 
Table 6.1). Although E. trichiatus appears more tolerant in the long term under normoxia 
(t=0.412;  P=0.681,  Table  6.3,  Figure  6.4),  it  is  also  more  sensiƟve  to  hypoxia  test 
condiƟons  (t=‐2.241;   P=0.026). A heat  shock has a  stronger posiƟve eﬀect on  survival 
under chronic temperature stress for E. trichiatus than for D. villosus (t=3.490; P<0.001, 
Table 6.3, Figure 6.4). 
 
Model 4 
A thermal death Ɵme curve was fiƩed for each treatment separately, which means that 
only a single  level of species, acclimaƟon temperature, acclimaƟon oxygen, heat shock, 
and test oxygen was present in each subset for this analysis. Each subset contained data 
on 6 ‐ 76 individuals and at least 2 test temperatures. CTmax values were ploƩed against 
z to test for a trade‐oﬀ between these two and the eﬀect of treatment on this trade‐oﬀ. 
 
All graphs show posiƟve relaƟons between z and CTmax, confirming  the existence of a 
trade‐oﬀ whereby groups with a high CTmax also have a steep slope for their TDT curve 
(t=109.4;  P<0.001,  Table  6.4,  Figure  6.5),  thus  having  low  survival  under  moderate 
chronic temperature stress. The strength of the trade‐oﬀ between survival under chronic 
and  acute  heat  stress  was  aﬀected  by  acclimaƟon  temperature  and  test  hypoxia 
(t=3.585; P=0.002 and t=‐3.140; P=0.005 respecƟvely), such that the slope of the trade‐
oﬀ  lines between z and CTmax  is aﬀected.  In contrast, groups of heat‐shocked animals 
appeared to cluster around diﬀerent parts of the same trade‐oﬀ line compared to groups 
of animals  that did not  receive a heat‐shock. A  similar  tendency was observed  for  the 
groups  of  animals  acclimated  to  hypoxia  or  normoxia.  An  overview  of  all  results  is 
provided in Table 6.5. 
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Effect Source Estimate Std. Error t-value P-value   
General (Intercept) 34.9662 0.3196 109.413 < 0.001 *** 
  z 0.5077 0.0604 8.407 < 0.001 *** 
              
Species (Intercept) 34.6389 0.7579 45.707 < 0.001 *** 
  z 0.5165 0.2509 2.059 0.051   
  SpeciesEt 0.7965 0.8849 0.900 0.377   
  z:SpeciesEt -0.0292 0.2588 -0.113 0.911   
              
Acclimation T (Intercept) 36.5500 1.1446 31.931 < 0.001 *** 
 z -1.0232 0.4394 -2.329 0.029 * 
  Acc_temp -0.2102 0.1039 -2.023 0.055   
  z:Acc_temp 0.1551 0.0433 3.585 0.002 ** 
              
Acclimation O2 (Intercept) 32.1166 1.5311 20.976 < 0.001 *** 
 z 0.9561 0.4950 1.932 0.066   
  AccO2 0.1677 0.0829 2.022 0.055   
  z:AccO2 -0.0241 0.0253 -0.954 0.350   
       
Heat shock (Intercept) 34.6340 0.7331 47.245 < 0.001 *** 
  z 0.6917 0.2241 3.087 0.005 ** 
  Heat_shockyes -0.1084 0.8875 -0.122 0.904   
  z:Heat_shockyes -0.1839 0.2329 -0.790 0.438   
Table 6.4. Summary table of linear  models on effect of treatments on CTmax and 
slopes of TDT curves.  
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Discussion 
 
Understanding the mechanisms behind diﬀerences in thermal tolerance across species is 
imperaƟve  for  predicƟng  a  species’  response  to  climaƟc  warming,  such  as  shiŌs  in 
distribuƟon and  local exƟncƟon. The temporal aspect of thermal tolerance  is oŌen not 
considered, although it is well known that variaƟon in the duraƟon of ramping trials (due 
to ramping rate and start temperature) aﬀects their outcome (Santos et al., 2011). Unlike 
ramping trials for CTmax, staƟc trials at a range of temperatures allow us to disƟnguish 
between eﬀects of duraƟon and intensity of temperature stress.  
Survival of thermal stress depends on the intensity as well as on the duraƟon of the test 
trial and each component can be modulated somewhat  independently  (See Table 6.5). 
The  tolerance  to  thermal  stress  clearly diﬀered with diﬀerent oxygen  acclimaƟon  and 
oxygen  test condiƟons,  suggesƟng  that oxygen  is  involved  in  seƫng  thermal  tolerance 
limits, in line with the OCLTT hypothesis (Pörtner, 2001). This hypothesis postulates that 
oxygen deficiency plays a role in thermal tolerance and that anaerobic metabolism may 
be important beyond criƟcal temperatures where aerobic scope is strongly reduced. The 
OCLTT  hypothesis  has  been  criƟcized  and  evidence  for  oxygen  limitaƟon  at  thermal 
extremes  is  not  unequivocal  when  using  short‐term  ramping  trials  (Verberk  et  al., 
2016b). Our  results  show  that eﬀects of oxygen on  survival of  thermal  stress become 
Effect Source Estimate Std. Error t-value P-value   
Test oxygen (Intercept) 32.5835 0.7974 40.862 < 0.001 *** 
  z 1.5730 0.3359 4.683 < 0.001 *** 
  TestO2 5 2.0459 0.9246 2.213 0.038 * 
  TestO2 60 -1.7176 3.2932 -0.522 0.607   
  z:TestO2 5 -1.0688 0.3404 -3.140 0.005 ** 
  z:TestO2 60 0.7988 1.2390 0.645 0.526   
Table 6.4. (Continued).  
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Treatment effect 
Chronic 
tolerance 
Acute 
tolerance 
Figure 
Acclimation to hypoxia (c. to normoxia) 
No heat shock 
- Test oxygen 20 kPa 
- Test oxygen 5 kPa 
- Test oxygen 60 kPa 
  
  
Up / Up 
Down /Down 
None 
  
  
None / Down 
None / None 
None 
  
  
6.2b / 6.3b 
6.2b / 6.3b 
6.3b 
Testing under hypoxia (c. to normoxia) 
Normoxia acclimated 
- No heat shock 
- Heat shock 
Hypoxia acclimated 
- No heat shock 
- Heat shock 
  
  
Down 
Down 
  
Down 
Down 
  
  
Up 
Down 
  
None 
Up 
  
  
6.2a 
6.2a 
  
6.2b 
6.2b 
Heat shock (c. to no non-shock) 
Normoxia acclimated 
- Test oxygen 20 kPa 
- Test oxygen 5 kPa 
  
  
Up / Up 
Up / Down 
  
  
None / Down 
Down / None 
  
  
6.2a / 6.4a 
6.2a / 6.4a 
Species E. trichiatus (c. to D. villosus) 
Normoxia acclimated 
- Test oxygen 20 kPa 
- Test oxygen 5 kPa 
  
  
Up 
None 
  
  
Up 
Up 
  
  
6.4b 
6.4b 
Table 6.5. Summary of results. Direction of effect of treatment on survival time of 
Dikerogammarus villosus and Echinogammarus trichiatus (in the case of species) 
compared to standard conditions. Test temperatures between 30 and 32 °C were 
considered chronic, moderate stress and higher temperatures were considered acute, 
intense stress.  
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stronger  on  longer,  chronic  Ɵmescales  within  the  tested  temperature  range. 
Furthermore,  the  ecological  relevance  of  the  OCLTT  hypothesis  has  been  quesƟoned 
since  the  reported  criƟcal  temperatures  are  unlikely  to  be  near  the  maximum 
temperatures that animals actually encounter in their environments. Our results suggest 
that results from short term trials cannot be simply extrapolated, since the slopes of TDT 
curves diﬀer between treatment groups and some eﬀects only become apparent  in the 
presence  of  other  factors.  Instead,  the  eﬀect  of  reduced  thermal  tolerance  under 
hypoxia,  which  corroborates  the  OCLTT  hypothesis,  appears  to  become  stronger  at 
longer Ɵme scales and at ecologically more realisƟc  temperatures. Similar results were 
also  reported  by  Verberk  et  al.  (2016a)  when  comparing  experimental  short  term 
exposures  to heat and hypoxia with chronic eﬀects  that stream mayflies experience  in 
their natural environment. 
 
Survival  was  reduced  when  tested  under  hypoxia,  especially  under  moderate 
temperature  stress  and  longer  Ɵme  scales  (Figure  6.4),  confirming  our  hypothesis. 
Conversely, acclimaƟon  to hypoxia  increases  survival under  long  term moderate  stress 
when  tested  at  normoxia.  Increased  tolerance  could be  explained when  animals  kept 
under long term mild hypoxia increase their capacity for oxygen uptake or reduce oxygen 
demand  (Du  et  al.,  2016).  In  some  ways,  tesƟng  hypoxia‐acclimated  animals  under 
normoxia  is  similar  to  tesƟng  normoxia  acclimated  animals  under  hyperoxia,  yet 
hyperoxia  did  not  consistently  increase  survival.  Asymmetric  eﬀects  of  hypoxia  and 
hyperoxia have been previously  reported  (Klok et al., 2009; Verberk and Calosi, 2012) 
Treatment effect 
Chronic 
tolerance 
Acute 
tolerance 
Figure 
Acclimation to warm (c. to cold) 
No heat shock 
- Test oxygen 20 kPa 
- Test oxygen 5 kPa 
- Test oxygen 60 kPa 
  
Up 
Up 
Up 
  
Up 
Up 
Up 
  
6.3a 
6.3a 
6.3a 
Table 6.5. (Continued).  
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and  may  be  related  to  the  temporal  scale.  Also,  constant  hypoxia,  as  opposed  to 
intermiƩent  hypoxia,  has  been  shown  to  decrease  survival  aŌer  reoxygenaƟon 
(Borowiec  et  al.,  2015),  illustraƟng  that  chronic oxygen history  and  acute  test oxygen 
condiƟons can have complicated interacƟons.  
 
AcclimaƟon  to  hypoxia  also  increased  thermal  sensiƟvity  of  survival  since  it  reduced 
survival  under  acute  intense  stress.  This  is  in  line with Onukwufor  et  al.  (2016) who 
found  increased  thermal  sensiƟvity of  the basal oxygenaƟon  rate  in fish mitochondria 
aŌer hypoxia acclimaƟon. In our study we found stronger eﬀects of test hyperoxia under 
acute, short  term exposure where hyperoxic condiƟons  improved survival especially  in 
animals that had experienced warm, hypoxic condiƟons during acclimaƟon. Possibly,  in 
these  animals  oxygen  becomes more  readily  supply‐limited  and  they  relied more  on 
recruitment of anaerobic metabolism during acclimaƟon, which  is conƟnued during the 
test, but which  is helpful on  the short  term only. The exact physiological modificaƟons 
induced  by  acclimaƟon  to  hypoxia  are  not  enƟrely  clear,  because  hypoxia  acclimated 
animals performed less than normoxia acclimated animals under test hypoxia, which was 
stronger  than during acclimaƟon  (5  kPa  vs 10  kPa). Thus, acclimaƟon does not  simply 
improve  oxygen  uptake  eﬃciency.  Somehow  these  physiological modificaƟons  bear  a 
cost which manifests when confronted with stronger hypoxia. 
 
A heat  shock, contrary  to our hypothesis,  increases  survival most under  chronic  stress 
(Figure 6.2). Thus the hardening response is manifested more strongly at the lower range 
of temperatures (30‐32 °C) than at the higher range of temperature (34‐35 °C) that we 
employed.  The heat  shock  response  entails  synthesis of heat  shock proteins  to  aid  in 
preserving the terƟary structure of metabolic proteins and the acƟvaƟon of alternaƟve 
energy sources (e.g. acƟvaƟon of anaerobic pathways) (Feala et al., 2007). It also reduces 
energy demand due to lower protein synthesis requirements and reduces channel arrest 
which diminishes the need to pump ions (Feder and Hofmann, 1999). A heat shock is well 
known  to  bear  a  cost,  oŌen  expressed  as  lower  fitness  (Krebs  and  Loeschcke,  1994; 
Leung, 2010; Roux et al., 2010), explaining why heat  shock proteins are  rapidly down‐
regulated  by  animals  aŌer  the  stress  is  relieved  (Jensen  et  al.,  2010).  However,  our 
results suggest that a heat shock also steepens the TDT curve, which means an increased 
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thermal sensiƟvity aŌer a hardening response. This could reflect a much more acute cost 
since it reduces tolerance to extreme temperatures. The increased thermal sensiƟvity of 
survival  aŌer  a  heat  shock  is  somewhat  similar  to  the  responses  observed  aŌer 
acclimaƟon  to hypoxia, which  is also known  to  induce a heat shock  response and  thus 
the similarity in responses could be insƟgated via similar pathways. In contrast to these 
complicated responses, acclimaƟon to warm temperature increases survival under both 
acute  and  chronic  exposure  to  thermal  stress  (Figure  6.2),  indicaƟng  that  the 
physiological  remodelling  involved  in  warm  acclimaƟon  renders  the  animal  beƩer 
equipped  to deal with both aspects of  thermal stress. River  temperature at  the day of 
collecƟon  aﬀected  survival  in  the  same  way  as  thermal  acclimaƟon,  suggesƟng  that 
thermal history has pervasive eﬀects that were also manifested aŌer at  least one week 
acclimaƟon  in  the  lab.  Such  eﬀects  of  long  term  thermal  history  on  temperature 
tolerance were previously found to increase threshold inducƟon temperature for a heat 
shock response in mussels that were collected in summer compared to those collected in 
winter (Buckley et al., 2001). 
 
A  trade‐oﬀ between  survival at extreme  stress and  temperature  sensiƟvity of  the TDT 
curve is illustrated in Figure 6.5 where higher esƟmated CTmax usually corresponds with 
a  steeper  slope  (z), meaning  that  survival  at  progressively  higher  temperatures  drops 
faster  than  in  individuals  with  lower  CTmax.  In  other  words,  factors  that  promote 
survival under chronic  low  intensity stress  (e.g. acclimaƟon to hypoxia or a heat shock) 
may reduce survival under acute high intensity stress and vice versa. This trade‐oﬀ may 
be  related  to  either  the  duraƟon  or  the  intensity  of  the  stress. As  noted  before,  the 
existence  of  diﬀerent mechanisms  is  a  prerequisite  for  the  described  trade‐oﬀ.  Kültz 
(2005) disƟnguished two types of stress responses: the cellular stress response and the 
cellular  homeostasis  response where  the  laƩer  acts  on  a  longer  Ɵme  scale  than  the 
former.  Disrupted  osmoregulaƟon  (cellular  homeostasis)  may  be  caused  by  a  lower 
temperature  than  macromolecular  damage  (cellular  stress)  and  requires  diﬀerent 
mechanisms  to miƟgate  (Kültz,  2005). Another division  is made based on  the  type of 
acclimaƟon. ‘Capacity acclimaƟon’ to condiƟons within natural limits of an organism and 
‘resistance  acclimaƟon’  to  extreme  stresses  (Precht,  1973)  may  rely  on  diﬀerent 
underlying mechanisms.  Since  the  acclimaƟon  condiƟons  in  our  study  are within  the 
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natural  limits of  the gammarids,  this could explain why some acclimaƟon condiƟons  in 
our study enhance survival under low‐intensity stress, but not under high‐intensity stress 
(Bowler, 2005). 
Test condiƟons and acclimaƟon condiƟons give rise to diﬀerent posiƟons along the trade
‐oﬀ  line  menƟoned  above,  or  indeed  shiŌ  this  trade‐oﬀ  line  altogether  (Table  6.5), 
permiƫng us  to make  some  inference  about  the  likely mechanisms underpinning  this 
interesƟng phenomenon.  
 
AcclimaƟon  to  hypoxia  and  applicaƟon  of  a  heat  shock  possibly  adjust  the  stress 
tolerance to  lean more towards survival at chronic  low‐intensity stress. Simultaneously, 
these physiological modificaƟons seem  to  impair, or at  least not  improve,  tolerance  to 
acute high‐intensity stress. 
In  contrast,  acclimaƟon  to  a  higher  temperature  increased  overall  tolerance  on  both 
acute and chronic Ɵme scales as CTmax was higher in warm acclimated animals without 
increasing  the  slope  (Figure  6.5).  Thus,  the  trade‐oﬀ  is  not  absolute,  and  there  are 
physiological  modificaƟons  that  can  increase  both  aspects  of  thermal  tolerance. 
ModificaƟons in membrane lipid composiƟon may serve the double goal of maintaining 
membrane  funcƟon at  the higher  temperature and preparing  the membranes  for heat 
stress events (Bowler, 2005 and references therein) and may not be induced by hypoxia. 
ModificaƟon of membrane  lipid composiƟon may aid survival along the whole range of 
tested  temperatures  in  this  study.  The  perceived  trade‐oﬀ  for  test  hypoxia,  however, 
may depend on other processes, since the animals tested at chronic low‐intensity stress 
are  not  aﬀected  by  acute  high‐intensity  stress  and  vice  versa.  The  animals  are 
physiologically the same and have not been prepared to any of the two types of stress, 
assuming that acclimaƟon to standard condiƟons did not do that. They did not have to 
invest  in tolerance to thermal stress, which allows them to recruit all resources for one 
type of  temperature  stress during  tesƟng. The  increased survival under 35  °C and  test 
hypoxia with respect to normoxia possibly reflects a stress response that is intensified in 
the presence of two stressors instead of one. 
 
It  is unclear  at  this point which  type of  trade‐oﬀ we  are observing. We do not  know 
whether acclimaƟon requires so much resources that too few resources are available to 
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cope with acute stress or that the physiological modificaƟons during acclimaƟon directly 
impair  survival  under  acute  stress.  Evidence  for  higher  energeƟc  costs  for  warm 
acclimated  fish  was  provided  by  Logan  and  Somero  (2010)  who  found  that  gene 
expression related to cell transport and turnover of macromolecules was upregulated in 
warm  acclimated  killifish, poinƟng  in  the direcƟon of  the first  type of  trade‐oﬀ. More 
precise  experiments may  assist  in finding out which  acclimaƟon‐related processes  are 
more relevant in short term intense stress and which are more relevant in the long term. 
If any of  these acclimaƟon mechanisms are mutually exclusive,  this may explain why a 
trade‐oﬀ  between  survival  under  chronic  low‐intensity  and  survival  under  acute  high‐
intensity stress would exist. 
 
In  conclusion,  our  results  show  stronger  oxygen‐limitaƟon  of  thermal  tolerance  at 
chronic  Ɵme  scales. Heat hardening  is more eﬀecƟve on  the  long  term, and  there  is a 
trade‐oﬀ between tolerance to stress intensity and tolerance to stress duraƟon for both 
species invesƟgated here. Also, other studies have yielded evidence for such a trade‐oﬀ 
in diﬀerent animal groups, notably  fruit flies  (Castañeda et al., 2015). AquaƟc animals 
may be unable to cope with elevated temperatures when it is combined with low oxygen 
and long duraƟon (McBryan et al., 2013). The existence of a trade‐oﬀ and the underlying 
mechanisms deserve further scruƟny, not just for academic interest, but also because it 
will have deep  consequences  for how  accurately we  can  extrapolate findings of  short 
term experimental  trials  to ecologically  relevant  condiƟons  in  the field  (Verberk et al., 
2016b).  
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he  aim of  this  thesis  is  to understand  the  role of oxygen  in  the 
eﬀect  of  temperature  on  survival  (short‐term)  and  life‐history 
(long‐term)  of  aquaƟc  ectotherms.  I  address  this  issue  by 
assessing  how  hypoxia  and  hyperoxia  aﬀect  growth  and 
development  in  long‐term  rearing  experiments  with  diﬀerent 
temperature  condiƟons  and how oxygen  aﬀects performance  in 
short‐term survival experiments. The long‐term growth experiments allowed me to make 
a  detailed  descripƟon  of  the  temperature‐size  rule  including  the  variaƟon  in  size 
responses with temperature, size and developmental stage, and to disƟnguish the eﬀect 
of temperature on various physiological rates. The short‐term heat trials allowed me to 
separate diﬀerent causes of death and to assess the eﬀect of prior condiƟons (long‐term 
rearing and intermediate‐term acclimaƟon) on thermal tolerance. All of this was done in 
combinaƟon  with  diﬀerent  oxygen  levels  to  have  an  in  depth  overview  of  the 
interacƟons  between  temperature  and  oxygen  in  survival  and  life‐history  of  aquaƟc 
ectotherms. 
 
Time scale determines thermal and oxygen eﬀects on survival 
The staƟc heat trials with D. villosus showed that survival Ɵme  is negaƟvely aﬀected by 
temperature in a log‐linear way and test condiƟons as well as acclimaƟon condiƟons can 
aﬀect  this  relaƟonship  between  survival  Ɵme  and  test  temperature.  Hypoxia  during 
tesƟng  reduced  survival, but hypoxia during acclimaƟon  increased  subsequent  survival 
under moderate  temperature stress. Thus, oxygen can modulate  thermal  limits,  in  line 
with  Pörtner  (2001),  but  perhaps  more  importantly,  oxygen  eﬀects  become  more 
important  for  survival  at  longer  Ɵme  scales  associated  with  more  moderate  stress, 
echoing the finding for mayflies by Verberk et al. (2016a).  
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While  acute  test  condiƟons  sƟll  have  the  strongest  eﬀect  aŌer  several  weeks  of 
acclimaƟon  in D. villosus  (Chapter 6),  in  Lymnaea stagnalis,  chronic  rearing  condiƟons 
proved more  important  than  acute  test  condiƟons  in  dynamic  heat  trials.  Snails  that 
were  reared under warm  condiƟons  (22  °C)  showed no  significant  reducƟon  in CTmax 
when  tested  under  hypoxia,  but  CTmax  in  cold  reared  (17  °C)  snails was  significantly 
reduced when  tested  under  hypoxia  (Chapter 3).  This  is more  evidence  that  oxygen 
limitaƟon and heat stress are related. The same can be concluded from the observaƟon 
that some heat shock proteins are induced not only by a heat shock but also by hypoxia 
(Fei et al., 2007).  Similarly, Verberk and Calosi  (2012)  found  that hardening  responses 
were most consistently  induced by prior hypoxia exposure  in damselfly nymphs.  In  the 
case of  Lymnaea stagnalis, whether heat  tolerance  is determined by oxygen  limitaƟon 
depended on  the  thermal  regime during  rearing.  In  the  case of D. villosus acclimaƟon 
condiƟons lasted several weeks and were able to alter the survival response under acute 
and longer‐term thermal stress. Even aŌer laboratory acclimaƟon, the river temperature 
upon collecƟon was shown  to have an eﬀect, which shows  that  thermal history  in  the 
long‐term  plays  a  significant  role  in  seƫng  thermal  tolerance  limits.  Taken  together, 
these  results  suggest  that  thermal  condiƟons  and  interacƟve  eﬀects  with  oxygen 
condiƟons  become  more  and  more  influenƟal  when  the  duraƟon  of  the  condiƟons 
increases (see Figure 7.1).  
 
The survival trade‐oﬀ 
InteresƟngly,  the  direcƟon  of  the  influence  of  acclimaƟon  condiƟons on  survival  Ɵme 
depends on the Ɵme scale of the thermal tolerance trial. Factors that promote survival 
under acute (minutes) extreme thermal stress reduce survival under  longer‐term (days) 
moderate heat stress and vice versa (Chapter 6). This is evidence for a trade‐oﬀ between 
survival at acute stress and survival at chronic moderate stress (Rezende et al., 2014). A 
number  of mechanisms  are  proposed  including  increased  capacity  for  oxygen  uptake 
aŌer hypoxia acclimaƟon which may bear  a  cost  regarding  tolerance  to  acute  intense 
stress  and  producƟon  of  heat  shock  proteins  which may  impair  tolerance  to  longer 
lasƟng stress. Eﬀects of temperature cannot be completely ascribed to oxygen, because 
acclimaƟon to warm condiƟons (20 °C) increased survival under both acute and chronic 
stress.  This  could  relate  to  the double  funcƟon of membranes  to  transport oxygen  at 
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Figure 7.1. Location of my exper iments in the thermal tolerance landscape of test 
temperature and test duration. Some chapters contain experiments under both normoxic 
(20 kPa) and hypoxic conditions. Colours denote result of the thermal and temporal 
conditions. Red = death, orange = sublethal effects like body size reduction, green = non-
stressful / optimal function.  
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lower temperatures and protect the cell against influences of extreme temperatures. An 
examinaƟon  of  physiological  changes  in membrane  lipids,  gene  transcripƟon,  protein 
synthesis and oxygen metabolism under both acute and chronic thermal stress can give 
more  insight  in the mechanisms behind survival and mortality and explain why a trade‐
oﬀ exists between survival at acute  intense stress and more chronic moderate thermal 
stress. 
 
Long‐term eﬀects on growth, development and the resulƟng body size: TSR 
Chronic  thermal  condiƟons during  the whole  life‐span were  shown  to have  important 
eﬀects  on  survival  during  future  heat  stress,  but  also  aﬀect  other  processes,  such  as 
growth, development and reproducƟon.  
A classic temperature‐size rule, where  individuals grow slower, but aƩain a  larger adult 
size in cold rearing condiƟons, was observed under hypoxia (10 kPa) in Asellus aquaƟcus 
(Chapter 2), but not under normoxia and hyperoxia, thus confirming the hypothesis that 
suﬃcient oxygen annuls  the TSR. This  indicates  that oxygen  limitaƟon  is a prerequisite 
for the temperature‐size rule. Indeed, when examining several excepƟons to the general 
rule,  oxygen  limitaƟon  could  not  be  confirmed  or  seems  unlikely  for  the  species  that 
reach a  larger  size  in warm condiƟons  (Atkinson, 1995).  In my experiments,  it became 
clear  that  oxygen  is  indeed  more  limiƟng  under  warm  condiƟons  than  under  cold 
condiƟons (Del Toro‐Silva et al., 2008; Frazier et al., 2001). Oxygen limitaƟon is the result 
of the raƟo between the demand for and bioavailability of oxygen (Verberk et al., 2011) 
and  if,  in natural  condiƟons, demand  is  reduced or availability  is  increased,  this  could 
explain  a  larger  resulƟng  adult  size  (Atkinson  et  al.,  2006;  Pauly,  2010;  Verberk  and 
Atkinson,  2013).  I  experimentally  increased  oxygen  demand  by  applying  a  higher 
temperature  and  also  increased  oxygen  availability,  thus maintaining  the  raƟo  across 
temperatures, and the result was faster growth and  larger adult size (Chapter 2), so no 
TSR.  Oxygen  limitaƟon  is  more  likely  in  aquaƟc  environments  than  in  terrestrial 
environments (Dejours, 1981; Verberk and Atkinson, 2013), but was also shown in the air 
breathing Drosophila melanogaster (Frazier et al., 2001). Some aquaƟc ectotherms could 
escape oxygen limitaƟon by breathing air. The pulmonate snail Lymnaea stagnalis uses a 
lung for aerial respiraƟon and regularly travels to the water surface to breath air (Jones, 
1961). No TSR was observed in L. stagnalis, but growth was slower and adult size smaller 
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in treatments with mild hypoxia (10 kPa O2)  in both warm and cold condiƟons (Chapter 
3). This is in line with the study of Del Toro‐Silva et al. (2008), who observed that growth 
of Paralichtys lethosƟgma was strongly reduced by hypoxia at 29 °C, but not at 27 °C.  I 
found that total energy for growth depends much more on long‐term rearing condiƟons 
than on acute tesƟng condiƟons (Chapter 3) and, interesƟngly, also could be coupled to 
individual diﬀerences  in growth:  fast growing  individuals had  relaƟvely  large  scope  for 
growth. 
 
A  review  of  available  literature  data  showed  that  variaƟon  in  the  temperature‐size 
response is associated with habitat diﬀerences, such as terrestrial versus aquaƟc, species 
body size and test condiƟons  (Chapter 4).  In general, terrestrial species show a weaker 
TSR  than  aquaƟc  species  (Forster  et  al.,  2012).  This was  corroborated by my detailed 
study on Daphnia magna which also  showed  that  the  strength of  the TSR depends on 
thermal range and developmental stage (Chapter 5). The size diﬀerence between warm 
reared and cold reared D. magna was more pronounced at asymptoƟc size than at size at 
first  reproducƟon  (Chapter 5).  Diﬀerences  in  thermal  dependency  of  growth  versus 
development, an  important mechanism underlying  the TSR, were previously  shown  to 
arise  only  later  in  ontogeny  (Forster  and  Hirst,  2012;  Aguilar‐Alberola  and Mesquita‐
Joanes,  2014). Moreover,  the  temperature‐size  relaƟonship  in  the  neonate  stage was 
nonlinear and similar to the thermal reacƟon norm of hatchling size  in damselfly  larvae 
(Van Doorslaer and Stoks, 2005). When  I tested the temperature eﬀect on size  in three 
diﬀerent geneƟc  lines,  I  found  that  the  lines  responded diﬀerently  for asymptoƟc size, 
but not for size at maturity, implying that the physiological mechanisms governing size at 
maturity are disƟnct from those governing asymptoƟc size. Thermal eﬀects on size of the 
filial generaƟon was  found  to depend on  thermal condiƟons during diﬀerent  stages of 
development of mother and young in a roƟfer (Walczyńska et al., 2015b). Similar results 
were found for an amphibian (Smith et al., 2015) and a beetle (Knapp, 2014). This could 
be  in  line with  the finding of Forster et al.  (2011a)  that  the strength of  the TSR diﬀers 
between neonate  size  and adult  size. These  results  suggest  that  thermal  sensiƟvity of 
several  physiological  rates  changes  throughout  ontogeny  or  that  temperature  indeed 
aﬀects  diﬀerent  physiological  rates  in  diﬀerent  life  stages  and  that  the  Ɵme  scale  of 
thermal condiƟons determines the reacƟon of diﬀerent physiological rates.  
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The  opƟmal  temperature  for  growth  was  lower  for  large D. magna  than  for  small 
individuals, which  is  in  line with  the findings of Strong and Daborn  (1980) who studied 
these aspects in the isopod Idotea balƟca. This suggests that growth in warm condiƟons 
is  especially  limited  in  large  individuals which  agrees with  the  observaƟon  that  large 
species exhibit a stronger TSR than small species in aquaƟc habitats (Horne et al., 2015).  
 
The experiment with D. magna allowed me to diﬀerenƟate between thermal eﬀects on 
size  at maturity  and  those  on  asymptoƟc  size  and  clear  up  an  ambiguity  in  current 
literature. The TSR at maturity  likely depends on diﬀering thermal sensiƟvity of growth 
rate versus development rate, while the TSR at asymptoƟc size relates more to diﬀering 
thermal sensiƟviƟes of resource uptake rate versus maintenance rate (Chapter 5).  Some 
life‐history models mathemaƟcally  fit  the  ecological  paƩern  by  including  a  thermally 
dependent  switch  from  allocaƟon  towards  growth  to  allocaƟon  towards  reproducƟon 
(McCauley et al., 1990; Kozłowski et al., 2004; Ohnishi et al., 2012; Brunel et al., 2013). 
Such a switch proved not essenƟal for generaƟng the TSR, since our resource allocaƟon 
model  incorporated a gradual transiƟon from resources being allocated to growth early 
in the ontogeny and to development later in the ontogeny. 
Overall, these chapters indicate that oxygen plays a role in generaƟng the TSR. Even mild 
hypoxia  can  have  far  reaching  eﬀects  on  the  life‐history  and  populaƟon  dynamics  of 
aquaƟc species when exposure to hypoxia or increased temperature lasts long enough.  
 
The  experiments  on  D. villosus  and  L. stagnalis  to  study  survival were  performed  in 
relaƟvely  short  Ɵme  spans, but  it was  shown  that oxygen plays a  larger  role  at  lower 
temperatures  and  longer  Ɵme‐spans.  Temperatures  only  slightly  above  opƟmal were 
shown to have far reaching eﬀects on life history. A high CTmax was shown to correlate 
with  steep  thermal  sensiƟvity  such  that  at moderate  thermal  stress  and  longer  Ɵme 
scales  temperature  and  oxygen  condiƟons  had  a  stronger  eﬀect  on  survival,  thus  the 
species  or  individual with  the  best  survival  at  acute  extreme  temperatures,  performs 
worst at slightly longer Ɵme scales (Rezende et al., 2014). Thermal sensiƟvity of survival 
and size could be related via sensiƟvity to oxygen such that animals with a high CTmax 
show stronger size reducƟons at  increased albeit non‐lethal temperatures than animals 
with  a  lower  CTmax  and  shallower  thermal  sensiƟvity.  Species  with  high  CTmax  are 
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generally assumed to be beƩer equipped to withstand elevated temperatures, but may 
actually  be most  vulnerable  on  a  sublethal  level  such  as  life‐history  and  populaƟon 
dynamics. Species with high CTmax were found to occur in low laƟtudes (Rezende et al., 
2014), but may also exhibit a  stronger TSR. Overall,  these  results  show  that  long‐term 
eﬀects  are  more  important  than  short‐term  eﬀects  and  that  the  role  of  oxygen  in 
thermal tolerance becomes more important on a longer Ɵme scale. 
Combining  my  findings  from  these  chapters,  I  conclude  that  the  puzzling  eﬀects  of 
temperature  on  growth  and  on  survival  can  be  beƩer  understood  from  an  oxygen 
perspecƟve. The  relaƟon between environmental oxygen availability, ability  for oxygen 
uptake  and  oxygen  demand  strongly  controls  the  influence  that  temperature  has  on 
animals, although aﬀected physiological processes are not  the  same  for extreme heat, 
chronic  stress  or  temperatures  slightly  above  opƟmal  and  the  importance  of  oxygen 
increases with  Ɵme  scale  (Figure  7.1). Oxygen  is  involved  both  in mediaƟng  thermal 
eﬀects on survival as well as on  life‐history traits manifested at  longer Ɵme scales  (e.g. 
growth,  development,  size  and  reproducƟve  eﬀort)  and  this  thesis  paves  the way  to 
solving the puzzles that have perplexed scienƟsts for decades. 
Synthesis: the role of oxygen in the TSR and heat tolerance 
7 
 173 
 
 References 
 
An adult Dikerogammarus villosus on a pebble. 
References 
R 
 176 
Abrams, P.A., Leimar, O., Nylin, S., Wiklund, C., 1996. The effect of flexible growth rates on 
optimal sizes and development times in a seasonal environment. The American Naturalist 
147, 381-395. 
Adcock, J.A., 1979. Energetics of a population of the isopod Asellus aquaticus: Life history and 
production. Freshwater Biology 9, 343-355. 
Aguilar-Alberola, J.A., Mesquita-Joanes, F., 2014. Breaking the temperature-size rule: thermal 
effects on growth, development and fecundity of a crustacean from temporary waters. 
Journal of Thermal Biology 42, 15-24. 
Angilletta, M.J., Dunham, A.E., 2003. The temperature-size rule in ectotherms: Simple evolutionary 
explanations may not be general. The American Naturalist 162, 332-342. 
Angilletta, M.J., Steury, T.D., Sears, M.W., 2004. Temperature, growth rate, and body size in 
ectotherms: Fitting pieces of a life-history puzzle. Integrative Comparative Biology 44, 498-
509. 
Anzueto-Sanchez, M.A., Baroen-Sevilla, B., Cordero-Esquivel, B., Celaya-Ortega, A., 2014. Effects 
of food concentration and temperature on development, growth, reproduction and survival 
of the copepod Pseudodiaptomus euryhalinus. Aquaculture International 22, 1911-1923. 
Araújo, M.B., Ferri-Yanez, F., Bozinovic, F., Marquet, P.A., Valladares, F., Chown, S.L., 2013. 
Heat freezes niche evolution. Ecology Letters 16, 1206-1219. 
Arendt, J., 2007. Ecological correlates of body size in relation to cell size and cell number: patterns 
in flies, fish, fruits and foliage. Biological Reviews 82, 241-256. 
Arendt, J., 2015. Why get big in the cold? Size-fecundity relationships explain the temperature-size 
rule in a pulmonate snail (Physa). Journal of Evolutionary Biology 28, 169-178. 
Arnett, A.E., Gotelli, N.J., 2003. Bergmann's rule in larval ant lions: testing the starvation resistance 
hypothesis. Ecological Entomology 28, 645-650. 
Ashton, K.G., Feldman, C.R., 2003. Bergmann's rule in nonavian reptiles: turtles follow it, lizards 
and snakes reverse it. Evolution 57, 1151-1163. 
Atkinson, D., 1994. Temperature and organism size - a biological law for ectotherms? Advances in 
Ecological Research 25, 1-58. 
Atkinson, D., 1995. Effects of temperature on the size of aquatic ectotherms - exceptions to the 
general rule. Journal of Thermal Biology 20, 61-74. 
Atkinson, D., Morley, S.A., Hughes, R.N., 2006. From cells to colonies: at what levels of body 
organization does the 'temperature-size rule' apply? Evolution and Development 8, 202-214. 
Atkinson, D., Morley, S.A., Weetman, D., Hughes, R.N., 2001. Offspring size responses to maternal 
temperature in ectotherms, in: Atkinson, D., Thorndyke, M. (Eds.), Environment and animal 
development: genes, life histories and plasticity BIOS scientific, Oxford, pp. 269-286. 
Atkinson, D., Sibly, R.M., 1997. Why are organisms usually bigger in colder environments? Making 
sense of a life history puzzle. Trends in Ecology and Evolution 12, 235-239. 
Bayne, B.L., 1999. Physiological components of growth differences between individual oysters 
(Crassostrea gigas) and a comparison with Saccostrea commercialis. Physiological and 
Biochemical Zoology 72, 705-713. 
Belk, M.C., Houston, D.D., 2002. Bergmann's rule in ectotherms: A test using freshwater fishes. 
References 
R 
 177 
The American Naturalist 160, 803-808. 
Bergmann, C., 1847. Ueber die Verhältnisse der Wärmeökonomie der Thiere zu ihrer Grösse. 
Göttinger Studien 1, 595-708. 
Bernier, N.J., Gorissen, M., Flik, G., 2012. Differential effects of chronic hypoxia and feed 
restriction on the expression of leptin and its receptor, food intake regulation and the 
endocrine stress response in common carp. Journal of Experimental Biology 215, 2273-
2282. 
Berrigan, D., 1991. The allometry of egg size and number in insects. Oikos 60, 313-321. 
Berrigan, D., Charnov, E.L., 1994. Reaction norms for age and size at maturity in response to 
temperature - a puzzle for life historians. Oikos 70, 474-478. 
Bij de Vaate, A., Klink, A.G., 1995. Dikerogammarus villosus Sowinski (Crustacea: Gammaridae) a 
new immigrant in the Dutch part of the Lower Rhine. Lauterbornia 20, 51. 
Blanckenhorn, W.U., Demont, M., 2004. Bergmann and converse Bergmann latitudinal clines in 
Arthropods: two ends of a continuum? Integrative Comparative Biology 44, 413-424. 
Bloor, M., 2010. Animal standardisation for mixed species ecotoxicological studies: Establishing a 
laboratory breeding programme for Gammarus pulex and Asellus aquaticus. Zoologica 
Baetica 21, 179-190. 
Boardman, L., Terblanche, J.S., 2015. Oxygen safety margins set thermal limits in an insect model 
system. Journal of Experimental Biology 218, 1677-1685. 
Boets, P., Holguin, G.J.E., Lock, K., Goethals, P.L.M., 2013. Data-driven habitat analysis of the 
Ponto-Caspian amphipod Dikerogammarus villosus in two invaded regions in Europe. 
Ecological Informatics 17, 36-45. 
Borowiec, B.G., Darcy, K.L., Gillette, D.M., Scott, G.R., 2015. Distinct physiological strategies are 
used to cope with constant hypoxia and intermittent hypoxia in killifish (Fundulus 
heteroclitus). Journal of Experimental Biology 218, 1198-1211. 
Bowler, K., 2005. Acclimation, heat shock and hardening. Journal of Thermal Biology 30, 125-130. 
Brown, K.M., DeVries, D.R., Leathers, B.K., 1985. Causes of life-history variation in the fresh-
water snail Lymnaea elodes. Malacologia 26, 191-200. 
Bruijs, M.C.M., Kelleher, B., Van der Velde, G., Bij de Vaate, A.B., 2001. Oxygen consumption, 
temperature and salinity tolerance of the invasive amphipod Dikerogammarus villosus: 
indicators of further dispersal via ballast water transport. Archiv Für Hydrobiologie 152, 
633-646. 
Brunel, T., Ernande, B., Mollet, F.M., Rijnsdorp, A.D., 2013. Estimating age at maturation and 
energy-based life-history traits from individual growth trajectories with nonlinear mixed-
effects models. Oecologia 172, 631-643. 
Buckley, B.A., Owen, M.-E., Hofmann, G.E., 2001. Adjusting the thermostat: the threshold 
induction temperature for the heat-shock response in intertidal mussels (genus Mytilus) 
changes as a function of thermal history. Journal of Experimental Biology 204, 3571-3579. 
Byrd, R.H., Lu, P., Nocedal, J., Zhu, C., 1995. A limited memory algorithm for bound constrained 
optimization. SIAM Journal of Scientific Computing 16, 1190-1208. 
Cabanita, R., Atkinson, D., 2006. Seasonal time constraints do not explain exceptions to the 
References 
R 
 178 
temperature size rule in ectotherms. Oikos 114, 431-440. 
Calboli, F.C., Gilchrist, G.W., Partridge, L., 2003. Different cell size and cell number contribution 
in two newly established and one ancient body size cline of Drosophila subobscura. 
Evolution 57, 566-573. 
Callier, V., Nijhout, H.F., 2011. Control of body size by oxygen supply reveals size-dependent and 
size-independent mechanisms of molting and metamorphosis. Proceedings of the National 
Academy of Sciences USA 108, 14664-14669. 
Calosi, P., Bilton, D.T., Spicer, J.I., Votier, S.C., Atfield, A., 2010. What determines a species’ 
geographical range? Thermal biology and latitudinal range size relationships in European 
diving beetles (Coleoptera: Dytiscidae). Journal of Animal Ecology 79, 194-204. 
Calosi, P., Turner, L., Hawkins, M., Bertolini, C., Nightingale, G., Truebano, M., Spicer, J., 2013. 
Multiple physiological responses to multiple environmental challenges: an individual 
approach. Integrative Comparative Biology 53, 660-670. 
Castañeda, L.E., Rezende, E.L., Santos, M., 2015. Heat tolerance in Drosophila subobscura along a 
latitudinal gradient: contrasting patterns between plastic and genetic responses. Evolution 
69, 2721-2734. 
Chambers, M.R., 1977. Comparison of population ecology of Asellus aquaticus L. and Asellus 
meridianus RAC. in reed beds of Tjeukemeer. Hydrobiologia 53, 147-154. 
Chapelle, G., Peck, L.S., 2004. Amphipod crustacean size spectra: new insights in the relationship 
between size and oxygen. Oikos 106, 167-175. 
Chopelet, J., Blier, P.U., Dufresne, F., 2008. Plasticity of growth rate and metabolism in Daphnia 
magna populations from different thermal habitats. Journal of Experimental Zoology Part A 
309A, 553-562. 
Chown, S.L., Gaston, K.J., 1999. Exploring links between physiology and ecology at macro-scales: 
the role of respiratory metabolism in insects. Biological Reviews 74, 87-120. 
Chown, S.L., Gaston, K.J., 2010. Body size variation in insects: a macroecological perspective. 
Biological Reviews 85, 139-169. 
Chown, S.L., Klok, C.J., 2003. Altitudinal body size clines: latitudinal effects associated with 
changing seasonality. Ecography 26, 445-455. 
Clark, T.D., Sandblom, E., Jutfelt, F., 2013. Aerobic scope measurements of fishes in an era of 
climate change: respirometry, relevance and recommendations. The Journal of Experimental 
Biology 216, 2771. 
Clarke, A., Fraser, K.P.P., 2004. Why does metabolism scale with temperature? Functional Ecology 
18, 243-251. 
Cole, L.C., 1954. The population consequences of life history phenomena. Quarterly Review of 
Biology 29, 103-137. 
Cossins, A.R., Prosser, C.L., 1978. Evolutionary adaptation of membranes to temperature. 
Proceedings of the National Academy of Sciences USA 75, 2040-2043. 
Cossins, A.R., Bowler, K., 1987. The direct effects of temperature changes. Temperature biology of 
animals. Chapman and Hall, London, pp. 23-60. 
Cossins, A.R., Prosser, C.L., 1978. Evolutionary adaptation of membranes to temperature. 
References 
R 
 179 
Proceedings of the National Academy of Sciences USA 75, 2040-2043. 
Cui, W., Zhou, J., Dehne, N., Brune, B., 2015. Hypoxia induces calpain activity and degrades 
SMAD2 to attenuate TGFbeta signaling in macrophages. Cell Bioscience 5, 36. 
Cushman, J.H., Lawton, J.H., Manly, B.F.J., 1993. Latitudinal patterns in European ant 
assemblages: variation in species richness and body size. Oecologia 95, 30-37. 
Czarnołeski, M., Cooper, B.S., Kierat, J., Angilletta, M.J., 2013. Flies developed small bodies and 
small cells in warm and in thermally fluctuating environments. Journal of Experimental 
Biology 216, 2896-2901. 
Czarnołeski, M., Kozłowski, J., 1998. Do Bertalanffy's growth curves result from optimal resource 
allocation? Ecology Letters 1, 5-7. 
Czarnołęski, M., Kozłowski, J., Dumiot, G., Bonnet, J.-C., Mallard, J., Dupont-Nivet, M., 2008. 
Scaling of metabolism in Helix aspersa snails: changes through ontogeny and response to 
selection for increased size. Journal of Experimental Biology 211, 391-400. 
Daoud, D., Chabot, D., Audet, C., Lambert, Y., 2007. Temperature induced variation in oxygen 
consumption of juvenile and adult stages of the northern shrimp, Pandalus borealis. Journal 
of Experimental Marine Biology and Ecology 347, 30-40. 
Daufresne, M., Lengfellner, K., Sommer, U., 2009. Global warming benefits the small in aquatic 
ecosystems. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 106, 12788-12793. 
Davenport, J., Davenport, J.L., 2007. Interaction of thermal tolerance and oxygen availability in the 
eurythermal gastropods Littorina littorea and Nucella lapillus. Marine Ecology Progress 
Series 332, 167-170. 
Davies, K.J.A., 1987. Protein damage and degradation by oxygen radicals. I General aspects. The 
Journal of Biological Chemistry 262, 9895-9901. 
De Block, M., Stoks, R., 2008. Short-term larval food stress and associated compensatory growth 
reduce adult immune function in a damselfly. Ecological Entomology 33, 796-801. 
De Smet, W.H.O., Das, A.M.L., 1981. Observations on the colonization and life history of Asellus 
aquaticus (L.) (Crustacea, Isopoda) in an aerated brook. Biologisch Jaarboek Dodonaea 
49, 131-147. 
Dejours, P., 1981. Principles of comparatice respiratory physiology. Elsevier, Amsterdam. 
Del Toro-Silva, F.M., Miller, J.M., Taylor, J.C., Ellis, T.A., 2008. Influence of oxygen and 
temperature on growth and metabolic performance of Paralichthys lethostigma 
(Pleuronectiformes: Paralichthyidae). Journal of Experimental Marine Biology and Ecology 
358, 113-123. 
Delage, N., Cachot, J., Rochard, E., Fraty, R., Jatteau, P., 2014. Hypoxia tolerance of European 
sturgeon (Acipenser sturio L., 1758) young stages at two temperatures. Journal of Applied 
Ichthyology 30, 1195-1202. 
Di Lascio, A., Rossi, L., Costantini, M.L., 2011. Different temperature tolerance of northern and 
southern European populations of a freshwater Isopod Crustacean species (Asellus aquaticus 
L.). Fundamental Applied Limnology 179, 193-201. 
Di Santo, V., Lobel, P.S., 2017. Body size and thermal tolerance in tropical gobies. Journal of 
Experimental Marine Biology and Ecology 487, 11-17. 
References 
R 
 180 
Dillon, M.E., Frazier, M.R., Dudley, R., 2006. Into thin air: physiology and evolution of alpine 
insects. Integrative Comparative Biology. 46, 49-61. 
Dimitriadis, V.K., Gougoula, C., Anestis, A., Pörtner, H.O., Michaelidis, B., 2012. Monitoring the 
biochemical and cellular responses of marine bivalves during thermal stress by using 
biomarkers. Marine Environtal Research 73, 70-77. 
Du, S.N.N., Mahalingam, S., Borowiec, B.G., Scott, G.R., 2016. Mitochondrial physiology and 
reactive oxygen species production are altered by hypoxia acclimation in killifish (Fundulus 
heteroclitus). The Journal of Experimental Biology 219, 1130-1138. 
Dufresne, F., Hebert, P.D.N., 1998. Temperature-related differences in life-history characteristics 
between diploid and polyploid clones of the Daphnia pulex complex. Ecoscience 5, 433-
437. 
Dufresne, F., Jeffery, N., 2011. A guided tour of large genome size in animals: what we know and 
where we are heading. Chromosome Research 19, 925-938. 
Edwards, R.W., Learner, M.A., 1960. Some factors affecting the oxygen consumption of Asellus. 
Journal of Experimental Biology 37, 706-718. 
Elliott, J.M., Davison, W., 1975. Energy equivalents of oxygen consumption in animal energetics. 
Oecologia 19, 195-201. 
Ern, R., Huong, D.T.T., Phuong, N.T., Madsen, P.T., Wang, T., Bayley, M., 2015. Some like it hot: 
Thermal tolerance and oxygen supply capacity in two eurythermal crustaceans. Scientific 
Reports 5, 10743. 
Ernsting, G., Isaaks, J., 1997. Effects of temperature and season on egg size, hatchling size and adult 
size in Notiophilus biguttatus. Ecological Entomology 22, 32-40. 
Feala, J.D., Coquin, L., McCulloch, A.D., Paternostro, G., 2007. Flexibility in energy metabolism 
supports hypoxia tolerance in Drosophila flight muscle: metabolomic and computational 
systems analysis. Molecular Systems Biology 3, 99. 
Feder, M.E., Hofmann, G.E., 1999. Heat-shock proteins, molecular chaperones, and the stress 
response: evolutionary and ecological physiology. Annual review of Physiology 61, 243-
282. 
Fei, G., Guo, C., Sun, H.-S., Feng, Z.-P., 2007. Chronic hypoxia stress-induced differential 
modulation of heat-shock protein 70 and presynaptic proteins. Journal of Neurochemistry 
100, 50-61. 
Fischer, K., Fiedler, K., 2002. Reaction norms for age and size at maturity in response to 
temperature: a test of the compound interest hypothesis. Evolution and Ecology 16, 333-
349. 
Forster, J., Hirst, A.G., 2012. The temperature-size rule emerges from ontogenetic differences 
between growth and development rates. Functional Ecology 26, 483-492. 
Forster, J., Hirst, A.G., Atkinson, D., 2011a. How do organisms change size with changing 
temperature? The importance of reproductive method and ontogenetic timing. Functional 
Ecology 25, 1024-1031. 
Forster, J., Hirst, A.G., Atkinson, D., 2012. Warming-induced reductions in body size are greater in 
aquatic than terrestrial species. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 109, 
19310-19314. 
References 
R 
 181 
Forster, J., Hirst, A.G., Woodward, G., 2011b. Growth and development rates have different thermal 
responses. The American Naturalist 178, 668-678. 
Frazier, M.R., Woods, H.A., Harrison, J.F., 2001. Interactive effects of rearing temperature and 
oxygen on the development of Drosophila melanogaster. Physiological and Biochemical 
Zoology 74, 641-650. 
Friedl, F.E., 1974. Nitrogen excretion by fresh-water pulmonate snail Lymnaea stagnalis jugularis 
Say. Comparative Biochemistry and Physiology 49, 617-622. 
Gardner, J.L., Peters, A., Kearney, M.R., Joseph, L., Heinsohn, R., 2011. Declining body size: a 
third universal response to warming? Trends in Ecology and Evolution 26, 285-291. 
Ghosh, S.M., Testa, N.D., Shingleton, A.W., 2013. Temperature-size rule is mediated by thermal 
plasticity of critical size in Drosophila melanogaster. Proceedings of the Royal Society B: 
Biological Sciences 280. 
Gillooly, J.F., Brown, J.H., West, G.B., Savage, V.M., Charnov, E.L., 2001. Effects of size and 
temperature on metabolic rate. Science 293, 2248-2251. 
Giomi, F., Fusi, M., Barausse, A., Mostert, B., Pörtner, H.-O., Cannicci, S., 2014. Improved heat 
tolerance in air drives the recurrent evolution of air-breathing. Proceedings of the Royal 
Society B: Biological Sciences 281. 
Giomi, F., Mandaglio, C., Ganmanee, M., Han, G.-D., Dong, Y.-W., Williams, G.A., Sarà, G., 2016. 
The importance of thermal history: costs and benefits of heat exposure in a tropical, rocky 
shore oyster. Journal of Experimental Biology 219, 686-694. 
Glazier, D.S., 2005. Beyond the '3/4-power law': variation in the intra- and interspecific scaling of 
metabolic rate in animals. Biological Reviews 80, 611-662. 
Goss, L.B., Bunting, D.L., 1983. Daphnia development and reproduction: responses to temperature. 
Journal of Thermal Biology 8, 375-380. 
Gotthard, K., Nylin, S., Wiklund, C., 2000. Individual state controls temperature dependence in a 
butterfly (Lassiommata maera). Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences 
267, 589-593. 
Graça, M.A.S., Maltby, L., Calow, P., 1994. Comparative ecology of Gammarus pulex (L.) and 
Asellus aquaticus (L.) .1. Population-dynamics and microdistribution. Hydrobiologia 281, 
155-162. 
Gunderson, A.R., Stillman, J.H., 2015. Plasticity in thermal tolerance has limited potential to buffer 
ectotherms from global warming. Proceedings of the Royal Society B 282, 20150401. 
Guzy, R.D., Schumacker, P.T., 2006. Oxygen sensing by mitochondria at complex III: the paradox 
of increased reactive oxygen species during hypoxia. Experimental Physiology 91, 807-819. 
Hanazato, T., Dodson, S.I., 1995. Synergistic effects of low oxygen concentration, predator 
kairomone, and a pesticide on the cladoceran Daphnia pulex. Limnology and Oceanography 
40, 700-709. 
Harrison, J.F., 2015. Handling and use of oxygen by pancrustaceans: conserved patterns and the 
evolution of respiratory structures. Integrative Comparative Biology 55, 802-815. 
Harrison, J.F., Lighton, J.R.B., 1998. Oxygen-sensitive flight metabolism in the dragonfly 
Erythemis simplicicollis. Journal of Experimental Biology. 201, 1739-1744. 
References 
R 
 182 
Harrison, J.F., Klok, C.J., Waters, J.S., 2014. Critical PO2 is size-independent in insects: 
implications for the metabolic theory of ecology. Current Opinion in Insect Science 4, 54-
59. 
Hassall, C., 2013. Time stress and temperature explain continental variation in damselfly body size. 
Ecography 36, 894-903. 
Hermaniuk, A., Rybacki, M., Taylor, J.R.E., 2016. Low temperature and polyploidy result in larger 
cell and body size in an ectothermic vertebrate. Physiological and Biochemical Zoology 89, 
118-129. 
Hervant, F., Mathieu, J., Messana, G., 1998. Oxygen consumption and ventilation in declining 
oxygen tension and posthypoxic recovery in epigean and hypogean crustaceans. Journal of 
Crustacean Biology 18, 717-727. 
Hessen, D.O., Daufresne, M., Leinaas, H.P., 2013. Temperature-size relations from the cellular-
genomic perspective. Biological Reviews 88, 476-489. 
Hoefnagel, K.N., Verberk, W.C.E.P., 2015. Is the temperature-size rule mediated by oxygen in 
aquatic ectotherms? Journal of Thermal Biology 54, 56-65. 
Holdich, D.M., Tolba, M.R., 1981. The effect of temperature and water-quality on the invitro 
development and survival of Asellus aquaticus (crustacea, isopoda) eggs. Hydrobiologia 78, 
227-236. 
Honĕk, A., 1996. Geographical variation in thermal requirements for insect development. European 
Journal of entomology 93, 303-312. 
Horne, C.R., Hirst, A.G., Atkinson, D., 2015. Temperature-size responses match latitudinal-size 
clines in arthropods, revealing critical differences between aquatic and terrestrial species. 
Ecology Letters 18, 327-335. 
Horne, C.R., Hirst, A.G., Atkinson, D., Neves, A., Kiørboe, T., 2016. A global synthesis of seasonal 
temperature–size responses in copepods. Global Ecology and Biogeography 25, 988-999. 
Jacobsen, D., 2003. Are macroinvertebrates in high altitude streams affected by oxygen deficiency? 
Freshwater Biology 48, 2025-2032. 
Jensen, L.T., Cockerell, F.E., Kristensen, T.N., Rako, L., Loeschcke, V., McKechnie, S.W., 
Hoffmann, A.A., 2010. Adult heat tolerance variation in Drosophila melanogaster is not 
related to Hsp70 expression. Journal of Experimental Zoology Part A: Ecological Genetics 
and Physiology 313A, 35-44. 
Johansson, F., 2003. Latitudinal shifts in body size of Enallagma cyathigerum (Odonata). Journal of 
Biogeography 30, 29-34. 
Jones, J.D., 1961. Aspects of respiration in Planorbis corneus L. and Lymnaea stagnalis L. 
(Gastropoda: Pulmonata). Comparative Biochemistry and Physiology 4, 1-29. 
Jørgensen, L.B., Overgaard, J., MacMillan, H.A., 2016. Paralysis and heart failure precede ion 
balance disruption in heat-stressed European green crabs. Journal of Thermal Biology 68, 
186-194. 
Kaiser, A., Klok, C.J., Socha, J.J., Lee, W.K., Quinlan, M.C., Harrison, J.F., 2007. Increase in 
tracheal investment with beetle size supports hypothesis of oxygen limitation on insect 
gigantism. Proceedings of the National Academy of Sciences 104, 13198-13203. 
Kammenga, J.E., Doroszuk, A., Riksen, J.A., Hazendonk, E., Spiridon, L., Petrescu, A.-J., 
References 
R 
 183 
Tijsterman, M., Plasterk, R.H., Bakker, J., 2007. A Caenorhabditis elegans wild type defies 
the temperature–size rule owing to a single nucleotide polymorphism in tra-3. Plos Genetics 
3, e34. 
Kelly, N.I., Alzaid, A., Nash, G.W., Gamperl, A.K., 2014. Metabolic depression in cunner 
(Tautogolabrus adspersus) is influenced by ontogeny, and enhances thermal tolerance. Plos 
One 9, e114765. 
Killen, S.S., Atkinson, D., Glazier, D.S., 2010. The intraspecific scaling of metabolic rate with body 
mass in fishes depends on lifestyle and temperature. Ecology Letters 13, 184-193. 
Kindlmann, P., Dixon, A.F.G., Dostalkova, I., 2001. Role of ageing and temperature in shaping 
reaction norms and fecundity functions in insects. Journal of Evolutionary Biology 14, 835-
840. 
Kingsolver, J.G., Huey, R.B., 2008. Size, temperature, and fitness: three rules. Evolutionary 
Ecology Research 10, 251-268. 
Klok, C.J., Harrison, J.F., 2013. The temperature size rule in arthropods: independent of macro-
environmental variables but size dependent. Integrative Comparative Biology 53, 557-570. 
Klok, C.J., Hubb, A.J., Harrison, J.F., 2009. Single and multigenerational responses of body mass to 
atmospheric oxygen concentrations in Drosophila melanogaster: evidence for roles of 
plasticity and evolution. Journal of Evolutionary Biology 22, 2496-2504. 
Klok, C.J., Sinclair, B.J., Chown, S.L., 2004. Upper thermal tolerance and oxygen limitation in 
terrestrial arthropods. Journal of Experimental Biology 207, 2361-2370. 
Knapp, M., 2014. Emergence of sexual size dimorphism and stage-specific effects of elevated 
temperature on growth rate and development rate in Harmonia axyridis. Physiological 
Entomology 39, 341-347. 
Kolding, J., Haug, L., Stefansson, S., 2008. Effect of ambient oxygen on growth and reproduction in 
Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Canadian Journal of Fisheries and Aquatic Sciences 65, 
1413-1424. 
Koopman, K.R., Collas, F.P.L., Van der Velde, G., Verberk, W.C.E.P., 2016. Oxygen can limit heat 
tolerance in freshwater gastropods: differences between gill and lung breathers. 
Hydrobiologia 763, 301-312. 
Kozłowski, J., Czarnołeski, M., Danko, M., 2004. Can optimal resource allocation models explain 
why ectotherms grow larger in cold? Integrative Comparative Biology 44, 480-493. 
Krebs, R.A., Loeschcke, V., 1994. Costs and benefits of activation of the heat-shock response in 
Drosophila melanogaster. Functional Ecology 8, 730-737. 
Kültz, D., 2005. Molecular and evolutionary basis of the cellular stress response. Annual Review of  
Physiology 67, 225-257. 
Kutcherov, D.A., Lopatina, E.B., Kipyatkov, V.E., 2011. Photoperiod modifies thermal reaction 
norms for growth and development in the red poplar leaf beetle Chrysomela populi 
(Coleoptera: Chrysomelidae). Journal of Insect Physiology 57, 892-898. 
Leinaas, H.P., Jalal, M., Gabrielsen, T.M., Hessen, D.O., 2016. Inter- and intraspecific variation in 
body- and genome size in calanoid copepods from temperate and arctic waters. Ecology and 
Evolution 6, 5585-5595. 
Leung, K.M.Y., 2010. A fitness cost for thermal tolerance in a marine copepod: Implication on 
References 
R 
 184 
biological effects of global warming. The FASEB Journal 24, 11.3. 
Lind, M.I., Chen, H.Y., Meurling, S., Guevara Gil, A.C., Carlsson, H., Zwoinska, M.K., Andersson, 
J., Larva, T., Maklakov, A.A., 2017. Slow development as an evolutionary cost of long life. 
Functional Ecology 31, 1252-1261. 
Liu, Y.N., Zhang, T.J., Lu, X.X., Ma, B.L., Ren, A., Shi, L., Jiang, A.L., Yu, H.S., Zhao, M.W., 
2017. Membrane fluidity is involved in the regulation of heat stress induced secondary 
metabolism in Ganoderma lucidum. Environmental Microbiology 19, 1653-1668. 
Logan, C.A., Somero, G.N., 2010. Transcriptional responses to thermal acclimation in the 
eurythermal fish Gillichthys mirabilis (Cooper 1864). American Journal of Physiology - 
Regulatory Integrative and Comparative Physiology 299, R843-R852. 
Lürling, M., Tolman, Y., 2010. Effects of lanthanum and lanthanum-modified clay on growth, 
survival and reproduction of Daphnia magna. Water Research 44, 309-319. 
Lutterschmidt, W.I., Hutchison, V.H., 1997. The critical thermal maximum: history and critique. 
Canadian Journal of Zoology 75, 1561-1574. 
Ma, X., Lu, X., Merilä, J., 2009. Altitudinal decline of body size in a Tibetan frog. Journal of 
Zoology 279, 364-371. 
Maazouzi, C., Piscart, C., Legier, F., Hervant, F., 2011. Ecophysiological responses to temperature 
of the "killer shrimp" Dikerogammarus villosus: Is the invader really stronger than the 
native Gammarus pulex? Comparative Biochemistry and Physiology A - Molecular and 
Integrative Physiology 159, 268-274. 
Makarieva, A.M., Gorshkov, V.G., Li, B.L., 2005. Temperature-associated upper limits to body size 
in terrestrial poikilotherms. Oikos 111, 425-436. 
Maltby, L., 1991. Pollution as a probe of life-history adaptation in Asellus aquaticus (isopoda). 
Oikos 61, 11-18. 
Marcus, J.H., Sutcliffe, D.W., Willoughby, L.G., 1978. Feeding and growth of Asellus aquaticus 
(isopoda) on food items from the littoral of windermere, including green leaves of Elodea 
canadensis. Freshwater Biology 8, 505-519. 
Martínez-Jerónimo, F., 2012. Description of the individual growth of Daphnia magna (Crustacea: 
Cladocera) through the von Bertalanffy growth equation. Effect of photoperiod and 
temperature. Limnology 13, 65-71. 
Martínez-Jerónimo, F., Villaseñor, R., Rios, G., Espinosa, F., 1994. Effect of food type and 
concentration on the survival, longevity, and reproduction of Daphnia magna. 
Hydrobiologia 287, 207-214. 
McBryan, T., Anttila, K., Healy, T., Schulte, P., 2013. Responses to temperature and hypoxia as 
interacting stressors in fish: implications for adaptation to environmental change. Integrative 
Comparative Biology 53, 648-659. 
McCauley, E., Murdoch, W.W., Nisbet, R.M., Gurney, W.S.C., 1990. The physiological ecology of 
Daphnia - development of a model of growth and reproduction. Ecology 71, 703-715. 
McKee, D., Ebert, D., 1996. The effect of temperature on maturation threshold body-length in 
Daphnia magna. Oecologia 108, 627-630. 
Meiri, S., Dayan, T., 2003. On the validity of Bergmann's rule. Journal of Biogeography 30, 331-
351. 
References 
R 
 185 
Migliore, L., Paluzzi, R., Vitagliano-Tadini, G., 1982. Reproductive activity in Asellus aquaticus L. 
(Crustacea, Isopoda) from southern Italy. International Journal of Invertebrate Reproduction 
4, 359-367. 
Migliore, L., Valentino, F., Vitagliano-Tadini, G., 1980. Strategy for energy partitioning between 
growth and productivity in Asellus aquaticus L. Ecologia Atti del primo Congresso 
Nazionale della Societa Italiana di Ecologia, 285-287. 
Migliore, L., Valentino, F., Vitagliano-Tadini, G., 1981. Energy distribution between growth and 
reproduction in Asellus aquaticus L. Sexual dimorphism. Rendiconti della Classa di Scienze 
Fisiche, Matematiche e Naturali LXX, 163-169. 
Moretti, M., Dias, A.T.C., de Bello, F., Altermatt, F., Chown, S.L., Azcárate, F.M., Bell, J.R., 
Fournier, B., Hedde, M., Hortal, J., Ibanez, S., Öckinger, E., Sousa, J.P., Ellers, J., Berg, 
M.P., 2017. Handbook of protocols for standardized measurement of terrestrial invertebrate 
functional traits. Functional Ecology 31, 558-567. 
Morita, S.H., Morita, K., Hamatsu, T., Chimura, M., Yamashita, Y., Sasaki, K., Sato, T., 2015. 
Differential effects of the environment on the growth of arabesque greenling 
(Pleurogrammus azonus): does rising temperature benefit young but not old fish? 
Environmental Biology of Fishes 98, 801-809. 
Myers, R.A., Runge, J.A., 1983. Predictions of seasonal natural mortality rates in a copepod 
population using life-history theory. Marine Ecology Progress Series 11, 198. 
NEN, 1980. NPR 6503 Water - Necessaries, method and medium for the culture of Daphnia magna 
and the cultivation of the alge required as food, in: Nederlands Normalisatie Instituut, Delft, 
The Netherlands. 
OECD, Organisation for Economic Cooperation and Development, 2012. Test No. 211: Daphnia 
magna Reproduction Test, OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 2: 
Effects on Biotic Systems. OECD Publishing. 
Ohnishi, S., Yamakawa, T., Okamura, H., Akamine, T., 2012. A note on the von Bertalanffy growth 
function concerning the allocation of surplus energy to reproduction. Fishery Bulletin 110, 
223-229. 
Økland, K.A., 1978. Life-history and growth of Asellus aquaticus (L.) in relation to environment in 
a eutrophic lake in Norway. Hydrobiologia 59, 243-259. 
Onukwufor, J.O., Kibenge, F., Stevens, D., Kamunde, C., 2016. Hypoxia-reoxygenation 
differentially alters the thermal sensitivity of complex I basal and maximal mitochondrial 
oxidative capacity. Comparative Biochemistry and Physiology A - Molecular and 
Integrative Physiology 201, 87-94. 
Panov, V.E., McQueen, D.J., 1998. Effects of temperature on individual growth rate and body size 
of a freshwater amphipod. Canadian Journal of Zoology 76, 1107-1116. 
Partridge, L., Barrie, B., Fowler, K., French, V., 1994. Evolution and development of body size and 
cell size in Drosophila melanogaster in response to temperature. Evolution 48, 1269-1276. 
Pauly, D., 1979. Gill size and temperature as governing factors in fish growth: a generalization of 
von Bertalanffy's growth formula. Berichte aus dem Institut für Meereskunde an der 
Christian-Albrechts-Universität Kiel 63. 
Pauly, D., 1981. The relationships between gill surface-area and growth performance in fish - a 
References 
R 
 186 
generalization of Von Bertalanffy theory of growth. Meeresforschung-Reports on Marine 
Research 28, 251-282. 
Pauly, D., 2010. Gasping fish and panting squids: Oxygen, temperature and the growth of water 
breathing animals. International Ecology Institute, Oldendorf/Luhe, Germany. 
Pedersen, C.L., 1987. Energy budgets for juvenile rainbow trout at various oxygen concentrations. 
Aquaculture 62, 289-298. 
Perrin, N., 1995. About Berrigan and Charnov's life-history puzzle. Oikos 73, 137-139. 
Pianka, E.R., 1970. On r- and K-selection. The American Naturalist 104, 592-597. 
Pinheiro, J., Bates, D., DebRoy, S., Sarkar, D., al., e., 2013. nlme: Linear and Nonlinear Mixed 
Effects Models. R package version 3.1-109. 
Pörtner, H.-O., Giomi, F., 2013. Nothing in experimental biology makes sense except in the light of 
ecology and evolution – correspondence on J. Exp. Biol. 216, 2771-2782. The Journal of 
Experimental Biology 216, 4494. 
Pörtner, H., 2001. Climate change and temperature-dependent biogeography: oxygen limitation of 
thermal tolerance in animals. Naturwissenschaften 88, 137-146. 
Pörtner, H.O., 2006. Climate-dependent evolution of Antarctic ectotherms: An integrative analysis. 
Deep-Sea Research Part II - Topical Studies in Oceanography 53, 1071-1104. 
Pörtner, H.O., Peck, L.S., Hirse, T., 2006. Hyperoxia alleviates thermal stress in the Antarctic 
bivalve, Laternula elliptica: evidence for oxygen limited thermal tolerance. Polar Biology 
29, 688-693. 
Precht, H., 1973. Limiting temperatures of life functions, in: Precht, H., Christophersen, J., Hensel, 
H., Larcher, W. (Eds.), Temperature and Life. 
R-Core-Team, 2013, 2015, 2016. R: A language and environment for statistical computing. R 
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. 
Ray, C., 1960. The application of Bergmann's and Allen's Rules to the poikilotherms. Journal of 
Morphology 106, 85-108. 
Rezende, E.L., Castaneda, L.E., Santos, M., 2014. Tolerance landscapes in thermal ecology. 
Functional Ecology 28, 799-809. 
Richmond, C., Marcus, N.H., Sedlacek, C., Miller, G.A., Oppert, C., 2006. Hypoxia and seasonal 
temperature: Short-term effects and long-term implications for Acartia tonsa dana. Journal 
of Experimental Marine Biology and Ecology 328, 177-196. 
Robinson, J.D., Wares, J.P., Drake, J.M., 2013. Extinction hazards in experimental Daphnia magna 
populations: effects of genotype diversity and environmental variation. Ecology and 
Evolution 3, 233-243. 
Roux, O., Le Lann, C., Van Alphen, J., Van Baaren, J., 2010. How does heat shock affect the life 
history traits of adults and progeny of the aphid parasitoid Aphidius avenae (Hymenoptera: 
Aphidiidae)? Bulletin Entomological Research 100, 543-549. 
Rudin-Bitterli, T.S., Spicer, J.I., Rundle, S.D., 2016. Differences in the timing of cardio-respiratory 
development determine whether marine gastropod embryos survive or die in hypoxia. 
Journal of Experimental Biology 219, 1076-1085. 
Rumohr, H., Brey, T., Ahkar, S., 1987. A compilation of biometric conversion factors for benthic 
References 
R 
 187 
invertebrates of the Baltic Sea. The Baltic Marine Biologists 9, 56. 
Sandblom, E., Clark, T.D., Gräns, A., Ekström, A., Brijs, J., Sundström, L.F., Odelström, A., Adill, 
A., Aho, T., Jutfelt, F., 2016. Physiological constraints to climate warming in fish follow 
principles of plastic floors and concrete ceilings. Nature Communications 7, 11447. 
Santos, M., Castaneda, L.E., Rezende, E.L., 2011. Making sense of heat tolerance estimates in 
ectotherms: lessons from Drosophila. Functional Ecology 25, 1169-1180. 
Schaffer, W.M., 1974. Optimal reproductive effort in fluctuating environments. The American 
Naturalist 108, 783-790. 
Schoolfield, R.M., Sharpe, P.J.H., Magnuson, C.E., 1981. Non-linear regression of biological 
temperature-dependent rate models based on absolute reaction-rate theory. Journal of 
Theoretical Biology 88, 719-731. 
Seebacher, F., White, C.R., Franklin, C.E., 2015. Physiological plasticity increases resilience of 
ectothermic animals to climate change. Nature Climate Change 5, 61-66. 
Sharpe, P.J.H., DeMichele, D.W., 1977. Reaction kinetics of poikilotherm development. Journal of 
Theoretical Biology 64, 649-670. 
Shea, T.K., DuBois, P.M., Claunch, N.M., Murphey, N.E., Rucker, K.A., Brewster, R.A., Taylor, 
E.N., 2016. Oxygen concentration affects upper thermal tolerance in a terrestrial vertebrate. 
Comparative Biochemistry and Physiology Part A: Molecular and Integrative Physiology 
199, 87-94. 
Shelomi, M., 2012. Where are we now? Bergmann’s rule sensu lato in insects. The American 
Naturalist 180, 511-519. 
Sibly, R.M., Atkinson, D., 1994. How rearing temperature affects optimal adult size in ectotherms. 
Functional Ecology 8, 486-493. 
Sidorov, A.V., 2005. Effect of acute temperature change on lung respiration of the mollusc 
Lymnaea stagnalis. Journal of Thermal Biology 30, 163-171. 
Smith-Gill, S.J., Berven, K.A., 1979. Predicting amphibian metamorphosis. The American 
Naturalist 113, 563-585. 
Smith, G.D., Hopkins, G.R., Mohammadi, S., Skinner, H.M., Hansen, T., Brodie, E.D., French, S.S., 
2015. Effects of temperature on embryonic and early larval growth and development in the 
rough-skinned newt (Taricha granulosa). Journal of Thermal Biology 51, 89-95. 
Sniegula, S., Golab, M.J., Johansson, F., 2016. A large-scale latitudinal pattern of life-history traits 
in a strictly univoltine damselfly. Ecological Entomology 41, 459-472. 
Southwood, T.R.E., 1977. Habitat, the templet for ecological strategies? Journal of Animal Ecology 
46, 337-365. 
Spicer, J.I., El-Gamal, M.M., 1999. Hypoxia accelerates the development of respiratory regulation 
in brine shrimp - But at a cost. Journal of Experimental Biology 202, 3637-3646. 
Stearns, S.C., 1976. Life-history tactics: a review of the ideas. Quarterly Review of Biology 51, 3-
47. 
Stillman, J.H., 2003. Acclimation capacity underlies susceptibility to climate change. Science 301, 
65-65. 
Strong, K.W., Daborn, G.R., 1980. The influence of temperature on energy budget variables, body 
References 
R 
 188 
size, and seasonal occurrence of the isopod Idotea baltica (Pallas). Canadian Journal of 
Zoology-Revue Canadienne De Zoologie 58, 1992-1996. 
Subczynski, W., Hyde, J., Kusumi, A., 1989. Oxygen permeability of phosphatidylcholine 
cholesterol membranes. Proceedings of the National Academy of Science USA 86, 4474-
4478. 
Sunday, J.M., Bates, A.E., Dulvy, N.K., 2012. Thermal tolerance and the global redistribution of 
animals. Nature Climate Change 2, 686-690. 
Sutcliffe, D.W., Carrick, T.R., Willoughby, L.G., 1981. Effects of diet, body size, age and 
temperature on growth rates in the amphipod Gammarus pulex. Freshwater Biology 11, 183-
214. 
Taylor, B.E., Gabriel, W., 1992. To grow or not to grow: optimal resource allocation for Daphnia. 
The American Naturalist 139, 248-266. 
Terblanche, J.S., Deere, J.A., Clusella-Trullas, S., Janion, C., Chown, S.L., 2007. Critical thermal 
limits depend on methodological context. Proceedings of the Royal Society B - Biological 
Sciences 274, 2935-2942. 
Tjørve, K.M.C., Tjørve, E., 2010. Shapes and functions of bird-growth models: how to characterise 
chick postnatal growth. Zoology 113, 326-333. 
Van der Have, T.M., 2002. A proximate model for thermal tolerance in ectotherms. Oikos 98, 141-
155. 
Van der Have, T.M., De Jong, G., 1996. Adult size in ectotherms: Temperature effects on growth 
and differentiation. Journal of Theoretical Biology 183, 329-340. 
Van Doorslaer, W., Stoks, R., 2005. Thermal reaction norms in two Coenagrion damselfly species: 
contrasting embryonic and larval life-history traits. Freshwater Biology 50, 1982-1990. 
Van Haaren, T., 2015. Amphipoda van de Nederlandse oppervlakte- en grondwateren. 
Van Maaren, C.C., Kita, J., Daniels, H.V., 2000. Temperature tolerance and oxygen consumption 
rates for juvenile southern flounder Paralichthys lethostigma acclimated to five different 
temperatures. UJNR Technical Report 28, 135-140. 
Van Voorhies, W.A., 1996. Bergmann size clines: A simple explanation for their occurrence in 
ectotherms. Evolution 50, 1259-1264. 
Verberk, W.C.E.P., Atkinson, D., 2013. Why polar gigantism and Palaeozoic gigantism are not 
equivalent: effects of oxygen and temperature on the body size of ectotherms. Functional 
Ecology 27, 1275-1285. 
Verberk, W.C.E.P., Bilton, D.T., 2011. Can oxygen set thermal limits in an insect and drive 
gigantism? Plos One 6, e22610. 
Verberk, W.C.E.P., Bilton, D.T., 2013. Respiratory control in aquatic insects dictates their 
vulnerability to global warming. Biology letters 9, 20130473. 
Verberk, W.C.E.P., Bilton, D.T., 2015. Oxygen-limited thermal tolerance is seen in a plastron-
breathing insect and can be induced in a bimodal gas exchanger. Journal of Experimental 
Biology 218, 2083-2088. 
Verberk, W.C.E.P., Calosi, P., 2012. Oxygen limits heat tolerance and drives heat hardening in the 
aquatic nymphs of the gill breathing damselfly Calopteryx virgo (Linnaeus, 1758). Journal 
References 
R 
 189 
of Thermal Biology 37, 224-229. 
Verberk, W.C.E.P., Durance, I., Vaughan, I.P., Ormerod, S.J., 2016a. Field and laboratory studies 
reveal interacting effects of stream oxygenation and warming on aquatic ectotherms. Global 
Change Biology 22, 1769-1778. 
Verberk, W.C.E.P., Overgaard, J., Ern, R., Bayley, M., Wang, T., Boardman, L., Terblanche, J.S., 
2016b. Does oxygen limit thermal tolerance in arthropods? A critical review of current 
evidence. Comparative Biochemistry and Physiology A - Molecular and Integrative 
Physiology 192, 64-78. 
Verberk, W.C.E.P., Siepel, H., Esselink, H., 2008. Life-history strategies in freshwater 
macroinvertebrates. Freshwater Biology 53, 1722-1738. 
Von Bertalanffy, L., 1934. Untersuchungen Über die Gesetzlichkeit des Wachstums. W. Roux' 
Archiv für Entwicklungsmechanik 131, 613-652. 
Von Bertalanffy, L., 1938. A quantitative theory of organic growth (Inquiries on growth laws. II). 
Human Biology 10, 181-213. 
Von Bertalanffy, L., 1957. Quantitative laws in metabolism and growth. Quarterly Review of 
Biology 32, 217-231. 
Von Bertalanffy, L., 1960. Principles and theory of growth, Fundamental aspects of normal and 
malignant growth. Elsevier, Amsterdam, pp. 137-259. 
Vosloo, D., van Rensburg, L., Vosloo, A., 2013. Oxidative stress in abalone: the role of 
temperature, oxygen and L-proline supplementation. Aquaculture 416, 265-271. 
Walczyńska, A., Labecka, A.M., Sobczyk, M., Czarnołeski, M., Kozłowski, J., 2015a. The 
temperature–size rule in Lecane inermis (Rotifera) is adaptive and driven by nuclei size 
adjustment to temperature and oxygen combinations. Journal of Thermal Biology 54, 78-85. 
Walczyńska, A., Serra, M., 2014. Inter- and intraspecific relationships between performance and 
temperature in a cryptic species complex of the rotifer Brachionus plicatilis. Hydrobiologia 
734, 17-26. 
Walczyńska, A., Sobczyk, M., Czarnołeski, M., Kozłowski, J., 2015b. The temperature–size rule in 
a rotifer is determined by the mother and at the egg stage. Evology and Evolution, 29, 525-
536. 
Walters, R.J., Hassall, M., 2006. The temperature-size rule in ectotherms: May a general 
explanation exist after all? The American Naturalist 167, 510-523. 
Warren, C.E., Davis, G.E., 1967. Laboratory studies on the feeding, bioenergetics, and growth of 
fish, in: Gerking, S.D. (Ed.), The biological basis of freshwater fish production. Blackwell 
Science Publication, London, pp. 175-214. 
Watt, C., Mitchell, S., Salewski, V., 2010. Bergmann's rule; a concept cluster? Oikos 119, 89-100. 
White, C.R., Cassey, P., Blackburn, T.M., 2007. Allometric exponents do not support a universal 
metabolic allometry. Ecology 88, 315-323. 
White, C.R., Frappell, P.B., Chown, S.L., 2012. An information-theoretic approach to evaluating the 
size and temperature dependence of metabolic rate. Proceedings of the Royal Society B - 
Biological Sciences 279, 3616-3621. 
Winterstein, H., 1905. Wärmelähmung und Narkose. Zeitung Allgemeine Physiologie 5, 323-350. 
References 
R 
 190 
Wissing, T.E., Hasler, A.D., 1971. Intraseasonal change in caloric content of some freshwater 
invertebrates. Ecology 52, 371-373. 
Woods, H.A., 1999. Egg-mass size and cell size: Effects of temperature on oxygen distribution. 
American Zoologist 39, 244-252. 
Woods, H.A., Moran, A.L., Arango, C.P., Mullen, L., Shields, C., 2009. Oxygen hypothesis of polar 
gigantism not supported by performance of Antarctic pycnogonids in hypoxia. Proceedings 
of the Royal Society B - Biological Sciences 276, 1069-1075. 
Xi, X., Wu, X., Nylin, S., Sun, S., 2016. Body size response to warming: Time of the season matters 
in a tephritid fly. Oikos 125, 386-394. 
Xia, X.H., 1995. Body-temperature, rate of biosynthesis, and evolution of genome size. Molecular 
Biology and Evolution 12, 834-842. 
Yamanaka, H., Takahara, T., Kohmatsu, Y., Yuma, M., 2013. Body size and temperature 
dependence of routine metabolic rate and critical oxygen concentration in larvae and 
juveniles of the round crucian carp Carassius auratus grandoculis Temminck and Schlegel 
1846. Journal of Applied Ichthyology 29, 891-895. 
Yampolsky, L.Y., Scheiner, S.M., 1996. Why larger offspring at lower temperatures? A 
demographic approach. The American Naturalist 147, 86-100. 
Yang, R.C., Kozak, A., Smith, J.H.G., 1978. Potential of Weibull-type functions as flexible growth-
curves. Canadian Journal of Forest Research 8, 424-431. 
Yasuda, N., Miyamoto, N., Fujiwara, Y., Yamamoto, T., Yusa, Y., 2016. Effects of food availability 
on growth and reproduction of the deep-sea pedunculate barnacle Heteralepas canci. Deep 
Sea Research Part I: Oceanographic Research Papers 108, 53-57. 
Zeuss, D., Brunzel, S., Brandl, R., 2017. Environmental drivers of voltinism and body size in insect 
assemblages across Europe. Global Ecology and Biogeography 26, 154-165. 
Zuo, W.Y., Moses, M.E., West, G.B., Hou, C., Brown, J.H., 2012. A general model for effects of 
temperature on ectotherm ontogenetic growth and development. Proceedings of the Royal 
Society B - Biological Sciences 279, 1840-1846. 
References 
R 
 191 
 
 Summary 
 
An adult male Asellus aquaticus. © Arnold van den Burg. 
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emperature  is  a  main  environmental  parameter  that  directly 
aﬀects  physiology, with  concomitant  changes  in  life‐history  and 
survival of ectotherms. Elevated  temperatures have been  shown 
to  increase  growth  rate  and  reduce  body  size,  a  phenomenon 
called  the  temperature‐size  rule  (TSR),  whereas  extreme 
temperatures  acutely  aﬀect  survival  of  animals.  However,  the 
quesƟon how temperature exactly exerts its eﬀects remains to be answered. 
 
It  is well known  that, within species, populaƟons  in warmer habitats consist of smaller 
individuals  than populaƟons  in  cooler habitats.  This phenomenon  can be  found  along 
laƟtudinal and temporal (seasonal) ranges as well as in the laboratory. Despite numerous 
hypotheses  concerning  proximate  and  ulƟmate  explanaƟons  for  the  TSR,  the  reasons 
why  this phenomenon exists and how  it comes about  is sƟll  largely unknown. Some of 
the proposed mechanisms could include oxygen as a limiƟng resource, but experiments 
need to be done to determine how exactly oxygen fits into these hypotheses. 
 
CriƟcal maximum  temperatures,  the  temperature at which an animal  succumbs  to  the 
heat, are used as a proxy to predict  limits of the geographical distribuƟon of a species. 
They  are  experimentally  determined  by  placing  an  animal  in  a  steadily  warming 
environment  and  marking  the  temperature  at  which  some  predefined  end  point  is 
reached. The actual cause of death  in such trials has not been  idenƟfied with certainty. 
As both the temperature (stress intensity) and the duraƟon of the trial (stress duraƟon) 
conƟnue to  increase during the trial, many processes are aﬀected  in tandem, making  it 
diﬃcult  to  isolate  the  mechanism  that  causes  death.  Some  of  the  proposed  lethal 
disrupƟons are protein denaturaƟon, membrane instability and oxygen demand beyond 
the ability of  the  respiratory apparatus. The  focus  in  literature seems  to be on oxygen 
limitaƟon and its importance in short and long Ɵme scales. 
 
T 
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The main quesƟon of this thesis is: 
 
 Which role does oxygen play in seƫng thermal limits and generaƟng the 
 temperature‐size rule? 
   
I reared the aquaƟc hog slater Asellus aquaƟcus from birth to death in two temperatures 
and three  levels of oxygen to beƩer understand the role of oxygen  in creaƟng the TSR 
(Chapter 2).  The  results  suggest  that  oxygen  limitaƟon  in  warm  condiƟons  is  a 
prerequisite  for  the  TSR.  Chapter 3  describes  a  somewhat  similar  experimental  setup 
using  the  pond  snail  Lymnaea stagnalis.  This  species  is  a  bimodal  breather  that  can 
perform aerial breathing in addiƟon to underwater gas exchange via its skin.  
A thorough examinaƟon of scope for growth showed that the large individual variaƟon in 
growth rate correlated well with available energy for growth and that warm reared snails 
spent a larger porƟon of the energy budget on maintenance. L. stagnalis did not show a 
TSR response, probably because  it  is beƩer equipped to avoid oxygen  limitaƟon. These 
two experiments both highlight  that oxygen  limitaƟon  could be  involved  in generaƟng 
the TSR.  
 
An extensive review of  literature on the temperature‐size rule revealed paƩerns  in the 
variaƟon  of  temperature‐size  responses  (Chapter 4).  The  TSR  varies  with  habitat 
(terrestrial and aquaƟc), species body size, ontogeneƟc stage and seasonality. Moreover, 
much of  the observed  variaƟon  in  the  TSR  can be beƩer understood  from  an oxygen 
perspecƟve,  even  though  mechanisms  generaƟng  the  TSR  may  diﬀer  between 
ontogeneƟc stages and respiratory medium.  
 
Another  rearing  experiment  with  the  water  flea  Daphnia magna  (Chapter 5)  was 
designed  to  answer  the  quesƟon  whether  the  TSR  is  linked  to  diﬀerent  thermal 
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dependencies of growth and development or alternaƟvely related to resource limitaƟon, 
reflected  in diﬀerent thermal dependencies of resource uptake and maintenance costs. 
Results suggest  that both explanaƟons may apply but  to diﬀerent Ɵme points and size 
measures. Decoupling  of  growth  and  development  rates  appears  to  be  a more  likely 
candidate  for  explaining  a  TSR  in  the  size  at  first  reproducƟon,  whereas  resource 
limitaƟons appear to become important in the explanaƟon of a TSR at asymptoƟc size.  
 
Chapter 6  describes  the  results  of  an  experiment  that  invesƟgates  eﬀects  of  test  and 
acclimaƟon condiƟons of survival of heat stress in an aƩempt to isolate the likely cause 
of  death.  Prior  exposure  to  diﬀerent  temperatures  and  oxygen  condiƟons  aﬀected 
survival  of  heat  stress,  suggesƟng  a  role  for  oxygen  in mediaƟng  the  eﬀects  of  heat 
stress. Moreover, eﬀects of hypoxia became more pronounced at longer Ɵme scales.  
 
I  placed  the  gammarids  Dikerogammarus villosus  and  Echinogammarus trichiatus  in 
constant  high  temperatures  to  test  the  hypothesis  that  extreme  temperatures  cause 
death  by  a  diﬀerent  process  than  somewhat  lower,  but  sƟll  stressfully  high, 
temperatures  (Chapter 6).  Furthermore,  treatment eﬀects diﬀered between  the  lower 
and higher test temperature, confirming the existence of a trade‐oﬀ between survival at 
acute  intense  stress and  survival at more moderate, but  longer  lasƟng  thermal  stress. 
Importantly, acute hypoxia reduced the survival of thermal stress and this eﬀect became 
stronger under prolonged exposure. This observaƟon resonates with the results for the 
pond  snail Lymnaea stagnalis  (Chapter 3) showing animals with prolonged exposure  to 
warm  condiƟons  to  be  less  aﬀected  by  hypoxia  during  heat  stress.  Thus  the  role  of 
oxygen in seƫng thermal limits may become more pronounced under longer Ɵmescales 
and more moderate levels of warming, i.e. under ecologically more relevant condiƟons. 
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The central conclusion of my thesis is: 
 
 Many eﬀects of temperature are mediated by oxygen. 
 
The balance between availability of oxygen, uptake ability of oxygen and the metabolic 
demand  for oxygen  largely control  the survival of aquaƟc ectotherms under stressfully 
high  temperatures.  The  role  of  oxygen  in heat  tolerance  becomes more  important  at 
prolonged exposure to more moderate  levels of heat stress. Much  lower temperatures 
sƟll aﬀect growth and development of animals and  leads  to smaller adults. The  longer 
the duraƟon,  the more  important  it  is  to have  suﬃcient oxygen, explaining why even 
mild hypoxia  can  lead  to  strong eﬀects on body  size, especially under  slightly warmer 
condiƟons.  
 
Thus  my  research  suggests  that  the  eﬀects  of  warm  condiƟons  on  life‐history  and 
survival can be beƩer understood by explicitly considering oxygen and Ɵme scale as well.  
 
 Samenvatting 
 
Lymnaea stagnalis in an aquarium. 
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Inleiding 
emperatuur  is een erg belangrijke  factor  in het  leven van dieren. 
Het beïnvloedt het levensritme, de groeisnelheid, beschikbaarheid 
van  grondstoﬀen,  overleving  en  vele  andere  onderdelen  van  de 
ecologie  van  elke  diersoort.  In  dit  proefschriŌ  ga  ik  in  op  twee 
belangrijke eﬀecten van  temperatuur: het eﬀect op groei en het 
eﬀect op overleving. 
 
Extreem  hoge  temperatuur  heeŌ  een  negaƟef  eﬀect  op  overleving.  Hoe  hoger  de 
temperatuur, hoe  korter de overleving. De  reden waarom dieren doodgaan  aan hoge 
temperatuur  is  echter  nog  niet met  zekerheid  vastgesteld.  Het  kan  zijn  dat  eiwiƩen 
denatureren,  dat  celmembranen  instabiel  worden  of  dat  de  hoge  temperatuur  het 
metabolisme  zo hoog opjaagt, dat het dier niet afdoende  in  zijn  zuurstoĩehoeŌe kan 
voorzien. Deze drie verstoringen hangen erg met elkaar samen en de ene kan de oorzaak 
zijn van de andere.  
Meestal wordt de maximale  temperatuur die een dier kan  tolereren bepaald door het 
individu  in  een  opwarmende  omgeving  te  zeƩen  en  op  te  schrijven  wanneer  het 
bezwijkt. Het kan echter zijn dat het  lethale proces al begonnen  is voordat de hoogste 
temperatuur  bereikt  is,  waardoor  Ɵjdens  de  meƟng  andere,  snellere  processen  de 
doodsoorzaak maskeren. De  factor  Ɵjd  speelt  dus  een belangrijke  rol  in  de  stress  die 
temperatuur veroorzaakt. Een andere manier om dit soort data te verzamelen is met een 
reeks  van  hoge  constante  temperaturen.  Op  die manier  kunnen  de  factoren  Ɵjd  en 
intensiteit  van  de  temperatuurstress  redelijk  onaĬankelijk  van  elkaar  onderzocht 
worden.  De  verwachƟng  hierbij  is  dat  de  allerhoogste  temperaturen  vooral 
eiwitdenaturaƟe en membaandestabilisaƟe veroorzaken en dat  in  iets lagere, maar nog 
steeds stressvolle, temperaturen zuurstofgebrek een grotere rol speelt.  
T 
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Een ander belangrijk eﬀect van  temperatuur  is dat op  lichaamsgrooƩe. Dieren worden 
groter  in een koude omgeving, dat  is al  jaren bekend. Op de polen zijn soorten groter 
dan  vergelijkbare  soorten  in  de  tropen. Maar  ook  individuen  van  populaƟes  van  één 
soort die in een koude omgeving leven, worden groter dan individuen van populaƟes van 
dezelfde  soort  die  in  een warmere  omgeving  leven. Dit  fenomeen  komt  op  grote  en 
kleine ruimtelijke schaal voor. Als twee poelen vlak naast elkaar  liggen, maar de ene  is 
ondieper  dan  de  andere,  zal  die  in  de  zomer  sneller  opwarmen  en  een  hogere 
temperatuur  hebben  dan  de  andere  poel.  Ook  hier  zien  we  dan  verschil  in 
lichaamsgrooƩe  tussen  individuen  in  beide  poelen.  Voor warmbloedige  (endotherme) 
dieren, zoals zoogdieren en vogels, wordt dit fenomeen de Bergmann regel genoemd. De 
meest  gegeven  verklaring  luidt dat  grotere dieren makkelijker warmte  vasthouden  en 
dus  in  de  kou minder  energie  hoeven  te  besteden  aan  het  op  peil  houden  van  hun 
lichaamstempratuur.  Voor  koudbloedige  (ectotherme)  dieren,  ongeveer  alles  behalve 
zoogdieren  en  vogels,  kan  deze  verklaring  niet  gelden,  omdat  die  hun 
lichaamstemperatuur niet op peil houden. Hun  lichaamstemperatuur varieert mee met 
de fluctuaƟes door de dag  en door het  jaar. Voor deze  koudbloedigen  geldt de  regel 
echter wel  en  vanwege  het  verschillende  karakter  ten  opzichte  van  Bergmanns  regel 
heeŌ  die  een  andere  naam  gekregen:  de  temperatuur‐grooƩe  regel  (TGR).  De 
hoofdvraag van mijn promoƟeonderzoek is:  
 
Welke rol speelt zuurstof in het bepalen van temperatuursgrenzen  
én  
in het tot stand brengen van de temperatuur‐grooƩe regel? 
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Verklaringen voor de TGR 
Al sinds de  jaren 1960 wordt een verklaring voor de temperatuur‐grooƩe regel gezocht 
en al veel  ideeën en theorieën zijn geopperd, maar we zijn er nog niet. Ongeveer 80% 
van de ectothermen volgt de TGR en dat doet vermoeden dat er een simpele, algemene 
verklaring voor het  fenomeen moet zijn, maar er zijn steeds meer aanwijzingen dat de 
verklaring toch specifiek op habitat en ecologie van de soort aangepast moet zijn. Het is 
namelijk zo dat de sterkte van de TGR aĬangt van of het dier  in water  leeŌ of op het 
land, hoe het dier ademt, hoeveel generaƟes de soort per jaar heeŌ, of het een grote of 
kleine  soort  is,  enzovoort. Opvallend  hierin  is  dat  zuurstofgehalte  in  de  omgeving  en 
zuurstofopname van de soort met een aantal van die verschillen correleren.  In water  is 
het  veel  lasƟger  om  zuurstof  op  te  nemen  en met  kieuwademhaling,  zoals  in  vissen, 
kunnen dieren dat veel beter reguleren dan met huidademhaling, zoals in wormen. 
 
Twee  van  de  meest  veelbelovende  verklaringen  voor  de  TGR  zijn  gebaseerd  op 
verschillende  temperatuursaĬankelijkheid  van  steeds  twee  fysiologische  processen. 
Voor ectothermen geldt dat  in de warmte alle fysiologische processen sneller gaan dan 
in de kou, maar ze versnellen niet allemaal even veel. De ene verklaring zegt dat opname 
van  zuurstof  minder  snel  toeneemt  met  massa  dan  de  kosten  om  het  lichaam  te 
onderhouden. Hierdoor is op een gegeven moment alle opgenomen zuurstof nodig voor 
onderhoud en kan het dier niet verder groeien. Temperatuur doet hier nog een schep 
bovenop,  doordat  de  kosten  voor  onderhoud méér  toenemen  in  de warmte  dan  de 
opnamesnelheid. Hierdoor bereikt het dier  in de warmte eerder het punt waarop het 
niet verder kan groeien en bereikt dus een kleinere  lichaamsgrooƩe. Hier  is sprake van 
limiterende  grondstoﬀen,  want  temperatuur  zorgt  ervoor  dat  er  minder  zuurstof 
overblijŌ voor groei. 
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De tweede verklaring gaat over twee andere fysiologische processen, namelijk groei en 
ontwikkeling. Hierbij wordt onderscheid gemaakt tussen het groter worden van een dier 
(groei)  en  het  passeren  door  verschillende  ontwikkelingsstadia  (ontwikkeling).  Veel 
dieren hebben een of meerdere larvale stadia en worden daarna adult, maar als ze niet 
tegelijk  ook  zouden  groeien,  zouden  ze  erg  kleine  adulten  zijn.  Nu  zegt  de  tweede 
verklaring dat de ontwikkelingssnelheid méér toeneemt in de warmte dan groeisnelheid. 
Hierdoor haalt de onwikkelingssnelheid de groei in en bereikt het dier het adulte stadium 
al terwijl het nog niet zo ver gegroeid is. Dit zorgt ervoor dat adulte dieren in de warmte 
dus  kleiner  zijn  dan  in  de  kou.  Hier  is  sprake  van  een  verdelingskwesƟe,  want 
temperatuur  zorgt  ervoor  dat  zuurstof  anders  verdeeld  worden  over  groei  en 
ontwikkeling. 
 
Experimenten 
Ik  heb  de  hoofdvraag  geprobeerd  te  beantwoorden  aan  de  hand  van  een  aantal 
langdurende en  kortdurende experimenten. De  invasieve  vlokreeŌen Dikerogammarus 
villosus  en  Echinogammarus trichiatus  werden  gedurende  een  aantal  weken 
geacclimaƟseerd  aan  verschillende  combinaƟes  van  temperatuur  (warm  en  koud)  en 
concentraƟes  zuurstof  (normaal  en  laag)  en  daarna  onderworpen  aan  5  hoge 
temperaturen  (30,  31,  32,  33.5,  35  °C)  gecombineerd  met  verschillende  zuurstof‐
concentraƟes (laag, normaal, hoog) om de overlevingsƟjd te bepalen. Hieruit kwam naar 
voren dat sommige acclimaƟegroepen het bij de hoogste tesƩemperaturen beter deden 
dan  de  standaard,  terwijl  andere  acclimaƟegroepen  het  juist  bij  de  lagere 
tesƩemperaturen  beter  deden  dan  de  standaard. Hieruit  blijkt  dat  de  dieren moeten 
afwegen  in welke vorm van temperatuurtoleranƟe ze  investeren. Uit de test bleek ook 
dat  lage testzuurstof vooral de overleving bij de  lagere tesƩemperaturen omlaag haalt, 
precies zoals  ik dat had verwacht. Dit betekent dat voldoende zuurstof essenƟeel  is om 
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zulke temperaturen te overleven, maar dat het bij extra hoge temperaturen nauwelijks 
uitmaakt  hoeveel  zuurstof  beschikbaar  is.  Dat  wijst  erop  dat  bij  die  hoogste 
temperaturen  andere  processen  de  doodsoorzaak  zijn  in  vlokreeŌen.  Als  de 
doodsoorzaak  inderdaad  van  de  temperatuur  aĬangt  en  als  dieren met  gebruik  van 
verschillende  mechanismen  beter  bestand  worden  tegen  een  deel  van  die  lethale 
processen,  is het beter  te  begrijpen waarom  dieren moeten  afwegen  in welk  van die 
mechanismen ze gaan investeren.  
Een  vergelijkbaar  experiment met  de  poelslak  Lymnaea stagnalis  liet  zien  dat  testen 
onder lage zuurstof vooral invloed had op slakken die geacclimaƟseerd waren aan koude 
omstandigheden en niet zozeer op slakken die warme omstandigheden gewend waren. 
Het  verschil  met  het  vlokreeŌ‐experiment  is,  dat  de  slakken  langzaam  opgewarmd 
werden  totdat  ze  zich  niet  meer  konden  bewegen.  De  zuurstofomstandigheden 
voorafgaand  aan  het  experiment  hadden  nauwelijks  invloed  op  de  overleving. 
AcclimaƟsaƟe aan warme omstandigheden kan ervoor zorgen dat dieren zich aanpassen 
om  eﬃciënter  zuurstof  uit  het  water  te  halen,  omdat  ze  in  de  warmte meer  nodig 
hebben. Dit kan de verklaring zijn voor de betere overleving van zowel de vlokreeŌen als 
de slakken die aan warme omstandigheden gewend waren  ten opzichte van de dieren 
die  koude omstandigheden gewend waren. Het opvallende bij de  vlokreeŌen was dat 
warmtegewenning de overleving bij álle tesƩemperaturen verhoogde, terwijl alle andere 
combinaƟes  alleen  bij  lage  óf  hoge  tesƩemperaturen  de  overleving  verbeterden. 
Waarschijnlijk  heeŌ  warmtegewenning  dus  ook  invloed  op  hiƩetoleranƟe  op  andere 
manieren dan alleen eﬃciëntere zuurstofopname. 
 
Drie andere experimenten verliepen op veel langere Ɵjdschaal. Ik heb drie verschillende 
soorten waterdieren vanaf hun geboorte laten opgroeien bij verschillende temperaturen 
en gekeken of  ze  in de kou  inderdaad groter werden en wat daar dan  invloed op  zou 
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kunnen  hebben.  Ten  eerste  heb  ik  uit  het  opgroeiexperiment met  de waterpissebed 
Asellus aquaƟcus geconcludeerd dat zuurstofgebrek in warm water noodzakelijk is om de 
TGR tot stand te brengen. Deze soort gebruikt kieuwen onder zijn achterlijf om zuurstof 
uit het water  te halen. De poelslak  Lymnaea stagnalis haalt  zuurstof uit de  lucht door 
middel van een  long. Het opgroeiexperiment met deze slak  liet zien dat deze soort een 
uitzondering is op de TGR, waarschijnlijk omdat hij dus niet snel een tekort aan zuurstof 
heeŌ.  Ik  heb  van  de  slak  ook  een  energiebudget  berekend  door  te  meten  hoeveel 
energie elk  individu eet, gebruikt voor onderhoud en uitscheidt als afvalstoﬀen. Hieruit 
bleek dat de grote variaƟe in lichaamsgrooƩe tussen individuen prima te koppelen is aan 
hun  individuele  energiebudget.  Verder  kon  ik  zien  dat  bij  de  slakken  in  de  warme 
omstandigheden een groter percentage van het energiebudget naar onderhoud gaat dan 
bij  slakken  in  koude omstandigheden. Deze  twee opgroeiexperimenten  laten dus  zien 
dat zuurstof een grote rol speelt in het tot stand brengen van de TGR, maar de echte test 
van  de  twee  genoemde  verklaringen  (limiterende  grondstoﬀen  en  verdelingskwesƟe) 
kwam bij de watervlo Daphnia magna.  
Deze kleine schaaldiertjes groeien, nadat ze klaar zijn met ontwikkelen en beginnen met 
voortplanten, nog een stuk door. Hierdoor zijn ze uitermate geschikt om de processen 
van  groei  en  ontwikkeling  tegelijk,  maar  apart  te  bestuderen.  Ik  heb  nieuwgeboren 
individuen van drie klonale lijnen verdeeld over acht temperaturen tussen 10 °C en 30 °C 
en heb drie keer per week gekeken hoe groot ze waren en of ze al eitjes hadden. Uit de 
meƟngen bleek dat de ontwikkelingssnelheid méér gevoelig was voor temperatuur dan 
groeisnelheid en dat grotere exemplaren vooral in de hoge temperaturen beperkt waren 
in hun groei. Zowel op het moment van eerste  reproducƟe als op het moment dat de 
dieren  volgroeid  zijn,  bleken  individuen  in  de  lagere  temperaturen  groter  dan  de 
individuen  in  de  hogere  temperaturen.  De  belangrijkste  conclusie  is  dus  dat  beide 
verklaringen  belangrijk  zijn, maar  in  verschillende  gevallen  gelden.  De  verklaring met 
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verdeling van grondstoﬀen is vooral belangrijk op het moment van eerste reproducƟe en 
de  verklaring  op  basis  van  limiterende  grondstoﬀen  geldt  vooral  als  de watervlooien 
volgroeid zijn, wat plaatsvindt ná de eerste reproducƟe.  
 
Conclusies 
De belangrijkste conclusie van mijn proefschriŌ is: 
 
Veel eﬀecten van temperatuur lopen via zuurstof. 
 
De  eﬃciënƟe  van  zuurstofopname  en  de  beschikbaarheid  van  zuurstof  in  het  water 
bepaalt voor een groot deel de overleving van koudbloedige waterdieren als  ze onder 
stressvolle temperaturen geplaatst worden. De rol van zuurstof in hiƩetoleranƟe neemt 
toe naarmate de  stressvolle  temperatuur  lager wordt, maar de Ɵjdsduur van de  stress 
toeneemt.  Temperatuur,  zuurstoĬuishouding  en  Ɵjdsduur  bepalen  samen  de 
overlevingskansen van de dieren. Als de temperatuur veel  lager  is en niet acuut tot de 
dood leidt, heeŌ het toch nog eﬀect op de groei en ontwikkeling van dieren hoe warm ze 
leven en kan een hogere temperatuur tot kleinere individuen leiden. Ook hierin speelt de 
balans tussen zuurstofopname en zuurstofvraag een cruciale rol. Hoe langer de Ɵjdsduur, 
hoe belangrijker het is om voldoende zuurstof te hebben. Hiermee zijn we een grote stap 
dichterbij  het  oplossen  van  vraagstukken  die  wetenschappers  al  zo  lang  hebben 
beziggehouden.  
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A young female Daphnia magna. 
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ovember 2012. De  afdeling  Dierecologie  van  de  Radboud 
Universiteit Nijmegen was net opnieuw ingericht toen de vacature 
voor  een  PhD  posiƟe  aangaande  de  temperature‐size  rule 
wereldkundig werd  gemaakt.  In de winter  van dat  jaar mocht  ik 
aan  mijn  promoƟetraject  beginnen.  Mijn  proefschriŌ  werd 
geboren. 
 
Henk, als vader van de afdeling heb je me gefaciliteerd, gemoƟveerd en bijgestuurd om 
een goede ontwikkeling van mijn proefschriŌ te garanderen.  Je hebt me geholpen al in 
een vroeg stadium het eerste hoofdstuk te schrijven en in te dienen. 
 
Wilco, mijn dagelijks begeleider was alƟjd beschikbaar voor mij. Op de momenten dat ik 
een moeilijke vraag had over de inhoud of de opbouw van een experiment, kon ik bij je 
terecht.  Vol  geduld  en  alƟjd  een  posiƟef  antwoord  ben  je  voor mij  van  onschatbare 
waarde geweest en had  ik me geen betere begeleider kunnen wensen. Jouw talent om 
resultaten te interpreteren en dingen te onthouden heeŌ me keer op keer verbaasd. Je 
hebt  me  elke  dag  van  mijn  promoƟetraject  in  de  ontwikkeling  van  onderwerp  tot 
synthese begeleid en aangemoedigd. Bedankt! 
 
Marij, de onmisbare analist. Vooral de eerste drie  jaar van mijn onderzoek kon  ik erop 
rekenen dat je de dieren met de grootste zorg en liefde verzorgde. Ook je ervaring in de 
kweek  van  allerlei  soorten  hielp  mij  bij  het  ontwerpen  van  experimenten.  Bij  alle 
onderdelen, het verzamelen in het veld, het opmeten en uitzoeken, verzorgen van zowel 
de kweek als de dieren  in het experiment, was  je betrokken. Mijn dank  is groot voor  je 
onstopbare doorzeƫngsvermogen en ook  voor  je  vrolijke gezelligheid  Ɵjdens de  soms 
late uren in de klimaatkamer. 
 
N 
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Mijn  studenten wil  ik ook bij name noemen, omdat  zonder de  inzet  van bachelor‐ en 
masterstudenten het werk van een PhD student bijna onuitvoerbaar  is. Jasper hielp me 
bij het  verzamelen  van data over de  embryonale ontwikkeling  van waterpissebedden, 
Laurie wist uit te zoeken hoe poelslakken het best overleven in het lab en Naomi mat de 
zuurstof‐  en  voedselconsumpƟe  van  de  slakken.  Lisenka  heeŌ  maandenlang 
watervlooien gemeten. En toen kwamen de vlokreeŌen aan bod. Wat een gedoe om die 
te  kweken  in  het  lab!  Pim,  Richard,  Carlijn  en  Katarina,  hartelijk  bedankt  voor  jullie 
toevoeging aan het opzeƩen van een doorstroomsysteem om ze  in  leven te houden en 
de meƟngen  aan  respiraƟe  en  overleving  onder  de  knie  te  krijgen. Mischa  heeŌ  ook 
behoorlijk wat uren in het lab gezeten om de overleving van de vlokreeŌen te meten. 
 
Achter de schermen zijn nog vele mensen betrokken geweest bij het uitvoeren van mijn 
onderzoek  en  analyses.  Verschillende  studenten  hebben  geholpen  bij  het  verzamelen 
van de dieren. Bij Caspar, Marco en Heidi kon ik terecht voor advies over staƟsƟek. Peter 
Ch. José A. en José B. hebben me  jarenlang de  last van bureaucraƟe ontnomen, terwijl 
Dries  en Wim  de  technische  kant  van  laptops  en  printers  voor  hun  rekening  namen. 
Peter Cr. en Jan Z. reden de ecologiebus naar mijn veldplekken terwijl Hannie, Annemiek, 
Ankie, Roy, Germa en Thamar mij wegwijs maakten  in het  lab op de eerste en  tweede 
verdieping.  Tom  gaf  Ɵps  over  aquaria  en  bijbehorende  apparaten,  terwijl  Arnold 
professionele  foto’s  maakte  voor  bekendheid  van  mijn  experimenten.  Voordat  een 
experiment kan beginnen, heb je eerst materiaal nodig en soms is dat op maat gemaakt. 
Daarom wil  ik  hier  ook  Peter W.  en  Jos  van  de  glasblazerij,  Harrie  en  Arjan  van  de 
instrumentenmakerij,  Emiel  van  het  laswerk,  en  Han,  Marcel  en  Marty  van 
electrotechniek  noemen.  Nadat  de  monsters  genomen  zijn,  moeten  die  chemisch 
geanaliseerd worden. Paul, Liesbeth en SebasƟan hebben me hier geduldig bij geholpen. 
Zonder al deze mensen had  ik mijn experimenten niet kunnen uitvoeren. Aan al deze 
mensen een groot Dankjewel! 
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Naast  bovengenoemde mensen  die mij  op  een  directe manier  hebben  geholpen  het 
onderzoek uit  te  voeren,  is  er  een nog bijna oneindige menigte  aan mensen die mijn 
verblijf  bij  Ecologie  draagbaar,  vrolijk,  ja  zelfs  geweldig  hebben  gemaakt.  De  eerder 
genoemde  personen  hebben  het  dan wel mogelijk  gemaakt  dat mijn  proefschriŌ  kon 
groeien  van  puntsgewijze  ideeën  tot  zeven  hoofdstukken, maar  daaromheen  hebben 
mensen bijgedragen aan de ontwíkkeling van het proefschriŌ van eerste hypothese tot 
gedegen  conclusies.  Het  dagelijks  leven  van  zo’n  boekje  bestaat  niet  slechts  uit  het 
toevoegen van woorden en  zinnen, maar ook uit gevoel, ervaring en  conclusies.  Ik  zal 
hier alleen de namen noemen die vanzelfsprekend  in deze  lijst horen, maar weet dat  ik 
jullie  toevoeging  niet  als  vanzelfsprekend  beschouw!  De  lezer  moet  zich  dan  ook 
realiseren dat vele mensen niet genoemd zijn, maar dat ik daarom niet minder dankbaar 
ben. Een persoonlijke en gemeende uiƟng van dank is op zijn plaats en past ook beter bij 
mij. Hier, niet op volgorde: 
 
Félix, Marnix; Maryam, Sarian; Nick, Rik, Rémon. 
Frank, Andrew, Marlous en Sarah Faye, 
ValenƟni, Raquel en Nathan B. 
Emma, Eva, Monique vK,  
Maartje, Juriaan en Marlous H. 
Annieke, Michiel, Renske en Onno, 
Tjisse, Ralf, Eric, Gert, Leon, Fons, Ivo. 
Jeroen, Liesbeth, Valérie, Marloes vdA., 
ChrisƟan, Simone, Marten, Jan K. 
Jannie, Tiƫ, Mieke, Nicky. 
Rob L., Hans; Rob L., Niels. 
Jan R., Beatriz, Hein; Ralph, Ruud, Isabella, 
Janneke, Ernandes, LiseƩe; Gerard, Eelke, Laura. 
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Bedankt  dat  jullie mijn  Ɵjd  hier mooier  hebben  gemaakt  door  gezellige  gesprekken, 
spannende  spelletjes,  piƫge  pizza,  zomers  zwemmen,  snoeihard  schaatsen,  vrolijke 
vlaggetjes,  gouden  guppies,  toﬀe  triatlons,  veƩe  vakanƟes,  bijzondere  barbecues  en 
meervoudige maalƟjden in de ReŌer.  
 
De mensen aan wie  ik het meeste contact te danken heb, zaten  in de afgelopen 5  jaar 
het dichtst bij mij, in de cubicle. Nils, Dina, Stefan W., Tamara, Marjolein, Anne, Hartelijk 
bedankt voor  jullie vrolijkheid,  thee‐uurtjes,  late  lunches en heerlijke gesprekken. Qian 
and Yingying, Thank you very much for your kindness and your smiles. 
 
Papa en mama, jullie hebben mij losgelaten toen ik in Groningen ging studeren, toen ik in 
Coimbra ging onderzoeken en  toen  ik  in Nijmegen ging promoveren. Heel erg hartelijk 
bedankt  dat  ik  alƟjd  bij  jullie  terecht  kan  en  dat  jullie  trots  op  mij  zijn. Marianne, 
Willianne, Leon,  Joas, zonder  jullie zou het  leven een stuk saaier zijn. Hartelijk bedankt 
dat jullie van me houden en dat jullie alƟjd klaar zullen staan voor mij. Opa en oma, hier 
is het dan: het  langverwachte proefschriŌ. Nu ben  ik klaar met  studeren. Bedankt dat 
jullie in mij geloven en dat ik jullie steun mocht ontvangen. 
 
Vrienden van de Fontein, maƫes uit Beréa, medestanders uit de Ceberborg, geliefden 
uit Mozaïek, jullie geven mijn leven kleur. In eenheid en geloof vooruit. Bedankt dat jullie 
om mij heen staan en dat ik op jullie vertrouwen kon rekenen!  
 
Mijn beste vrienden, klankbord en klaagmuur, zonneschijn en wind  in mijn zeilen. Ana, 
Stefan, Annemiek, Anouk, Ik hou van jullie! 
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December 2017. Mijn  zoektocht  is  ten  einde.  Steeds meer  puzzelstukjes  vielen  op hun 
plek. Mijn proefschriŌ over de  rol  van  zuurstof  in de  eﬀecten  van  temperatuur  is  tot 
volledige  wasdom  gekomen.  Ik  hoop  hiermee  bijgedragen  te  hebben  aan  de 
wetenschappelijke  gemeenschap  en  dat  het  nakomelingschap  van  dit werk  nóg meer 
raadsels van de natuur zal ontrafelen. 
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eptember 2005.  I started my study of Biology at the University of 
Groningen  with  slight  nervousness  and  great  excitement.  I 
aƩended  all  mandatory  subjects  for  the  specializaƟon  Marine 
biology  and most  of  Ecology  and  a  host  of  other  courses  that 
reflected my broad interest in everything that has to do with living 
things.  
 
September 2008.  The  Master  phase  of  my  studies  consisted  mostly  of  research 
internships  and  I had  the privilege  to work  at  the Royal Netherlands  InsƟtute  for  Sea 
Research,  located  at  Texel,  a  beauƟful Wadden  island.  I  described  a  dynamic  energy 
budget for the shore crab Carcinus maenas. During a conference on this specific topic  I 
met the person who would become my next supervisor. Happily, I travelled to Coimbra, 
Portugal  to  invesƟgate  the  energeƟc  investments  to  growth  and  reproducƟon  of  the 
small mud snail Hydrobia ulvae. In the summer, I resided in Tjärnö, Sweden where, apart 
from enjoying a breathtaking view over the bay, I studied the cold water coral Lophelia 
pertusa and the energeƟc costs it has to pay for removing sediment from its colonies.  
 
November 2011. Two more short research internships followed my master’s. The focus on 
energy fluxes was released and I seƩled  in Warnemünde, Germany to assist  in studying 
cogniƟve abiliƟes of the harbor seal Phoca vitulina. The following spring brought me to 
Húsavik,  Iceland  to  map  the  distribuƟon  and  behavior  of  cetaceans  such  as  the 
humpback whale Megaptera novaeanglia. 
 
November 2012.  I started my PhD research at the Radboud University  in Nijmegen, The 
Netherlands  to  study  the  century old puzzle of why  increased  temperature  speeds up 
growth  rate  in  ectotherms,  but  leads  to  a  smaller  final  size  compared  to  colder 
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condiƟons,  especially  in  aquaƟc  environments.  I  reared  several  species  of  aquaƟc 
invertebrates at a range of temperatures and oxygen condiƟons to pinpoint the role of 
oxygen  in  creaƟng  this  temperature‐size  rule  (TSR)  ánd  in  seƫng  thermal  tolerance 
limits.  I  concluded  that  the  TSR  occurs  only  if  the  animal  is  oxygen  limited  in warm 
condiƟons and  that oxygen availability becomes more and more  crucial as duraƟon of 
stressful temperatures increases. 
 
December 2017. I received my PhD degree in animal ecology from the Radboud University 
in Nijmegen, The Netherlands. 
 
 
 
